Simultane Isolierung verschiedener biologisch aktiver Polypeptide aus der
Seeanemone Anemonia sulcata und anschlieSende Bestimmung ihrer
Gerinnungswirkungen auf menschliches Blut

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitét
zu Kiel

vorgelegt von
Imke Bodendiek

Kiel
2004



Referent: Prof. Dr. W. BIaschek.........ooiiiiiii e
Korreferent: Prof. Dr. H. D. Bruhn. ... e,
Tag der miindlichen Priifung: 08. Juli 2004........c.ooiii i,
Zum Druck genehmigt: Kiel, den 14. Juli 2004....... ..ot



Kurzfassung

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur simultanen Isolierung biologisch aktiver
Inhaltsstoffe aus der Seeanemone Anemonia sulcata entwickelt. Bei diesen Substanzen
handelt es sich um Neurotoxine mit Wirkung auf spannungsabhingige Natriumkanile,
Kaliumkanalblocker mit blutdrucksenkender Wirkung und polyvalente Proteinaseinhibitoren.
Die parallele Isolierung kann durch Anwendung von chromatographischen Standardprinzipien
wie lonenaustausch, Gelfiltration und Adsorption erzielt werden. Daher kann diese Methode
in jedem Labor, welches auf die Peptidisolierung spezialisiert ist, durchgefiihrt werden.
Dariiber hinaus ist der Geridteaufwand moderat, wodurch diese Methode sich fiir die
Anwendung im industriellen Maf3stab anbietet.

Beziiglich der Blutgerinnungsanalysen im Rahmen der biologischen Aktivititstests zeigten
sich interessante Aspekte der Wirkung von Substanzen aus der Seeanemone Anemonia
sulcata auf das menschliche Blutgerinnungssystem. Ein Grofteil dieser Effekte kann den
polyvalenten Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata zugeordnet werden, welche eine
Hemmung der Gerinnungsfaktoren IX, XI, XII und des Kallikreins bewirken. Daraus ergibt
sich eine stark verldngerte aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT). Gleichzeitig kann
eine verminderte Fibrinolyserate beobachtet werden. Genauere Untersuchungen fiihren zur
folgenden Interpretation des zugrundeliegenden Mechanismus: Die Proteinasen Plasmin und
Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) werden durch die Proteinaseinhibitoren der Anemonia
sulcata gehemmt. Zusitzlich steigt die Aktivitit des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI)
an. PAI an sich ist keine Proteinase, aber er wird durch verschiedene Proteinasen, z. B.
Protein C, in seine inaktive Form tiberfiihrt. Laut der vorliegenden Daten wird das Protein C
durch die Proteinaseinhibitoren der Amemonia sulcata gehemmt. Somit steigt die PAI-
Aktivitit an, woraus letztlich eine reduzierte Fibrinolyse resultiert.

Weiterhin mull angemerkt werden, dall die Kollagen-induzierte Plittchenaggregation durch
Substanzen aus der Anemonia sulcata gemindert wurde. Dieser Effekt ist vermutlich auf die
Proteinaseinhibitoren zuriickzufiihren.

AbschlieBend konnten Einfliisse auf das menschliche Blutgerinnungssystem festgestellt
werden, die nicht mit den Proteinaseinhibitoren der Anemonia sulcata in Verbindung gebracht
werden konnen, beispielsweise die Hemmung des Gerinnungsfaktors VIII. Dieser Aspekt
konnte einen Beitrag zur Verldngerung der aPPT leisten. Interessanterweise verstirkten einige
Fraktionen der Anemonia sulcata sogar die t-PA-Aktivitit, was der Wirkung der
Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata entgegengerichtet ist.



Abstract

In this thesis a new method is developed which allows the simultaneous isolation of
substances with a distinct biological activity from the sea anemone anemonia sulcata. To be
more precise, these substances comprise neurotoxins acting on voltage-dependent sodium
channels, potassium channel blockers and polyvalent proteinase inhibitors. The isolation can
be achieved by applying standard chromatographic principles as ion exchange, gel filtration
and adsorption. Hence, this method can be performed in any laboratory designed for isolation
of peptides. What is more, the instrumental requirements are moderate, making this method
appealing for industrial application.

Focussing on the blood clotting analysis, the biological activity tests revealed interesting
aspects of how the human blood coagulation is affected by the substances isolated from
anemonia sulcata. Most of these effects can be attributed to the polyvalent proteinase
inhibitors of anemonia sulcata which cause the inhibition of the coagulation factors IX, XI,
XII and of kallikrein. This strongly prolongs the activated partial thromboplastin time (aPPT).
At the same time a decreased fibrinolysis rate can be observed. A detailed analysis leads to
the following interpretation of the underlying mechanism: The proteinases plasmin and tissue
plasminogen activator (t-PA) are inhibited by the proteinase inhibitors of anemonia sulcata.
Additionally, the activity of the plasminogen activator inhibitor (PAI) increases. PAI itself is
no proteinase, but it is transferred to its inactive form by different proteinases such as protein
C. According to the present data, protein C is inhibited by the proteinase inhibitors of
anemonia sulcata. Thus the PAI activity rises which ultimately results in a reduced
fibrinolysis.

Furthermore, it has to be noticed that the collagen-induced aggregation of platelets was
hindered by substances of anemonia sulcata. This effect can probably be ascribed to the
proteinase inhibitors.

Finally, impacts on the human blood coagulation are stated which cannot be related to the
proteinase inhibitors of anemonia sulcata, e. g. the inhibition of coagulation factor VIII. This
aspect might contribute to the prolongation of the aPTT. Intriguingly, some fractions of
anemonia sulcata even support the t-PA activity which is contrary to the effects of the
proteinase inhibitors of anemonia sulcata.
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Abb. Abbildung

APC aktiviertes Protein C

aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit

AS Anemonia sulcata

ATX Toxin der Anemonia sulcata

Aqua dest. Aqua destillata (destilliertes Wasser)

B magnetische Feldstéirke

BDS Blutdruck-senkende Substanz

BCS Behring Coagulation System

Bio Rad Bio Rad Macro-Prep® High S Support

bzw. beziehungsweise

C-18 aus 18 Kohlenstoffatomen bestehend

Cm Zentimeter

d. der

Da Dalton

ECS European Society of Cardiology

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ELISA Enzyme Linked Immuno Sandwich Assay

EMD Eddie Merck, Darmstadt

ESI electro spray ionisation (Elektrospray-lonisation)

ESTEEM Efficay and Safety of the oral Thrombin inhibitor

ximelagatran in combination with aspirine in patients with recent myocardial damage

E Extinktion

F. Faktor

Fr. Fraktion

Fractogel Fractogel® EMD SOj5

HMWK High Molecular Weight Kininogen

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigchromatographie)

IE Internationale Einheiten

INR International Normalized Ratio

ISI Internationale Sensitividts-Indices

1 Liter

Lsg. Losung

m molar
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mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

ul Mikroliter

mmol Millimol

MS Massenspektrometrie

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

PAI Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

PC Personal Computer

PR Prothrombin Ratio

r Radius

RP Reversed Phase

RT Raumtemperatur

s. siche

sec Sekunde

Seph. Sephadex

Tab. Tabelle

TFA Trifluoressigsdure

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor

t-PA Tissue Plasminogen Activator (Gewebsplasminogen-
Aktivator)

TRIS Trishydroxymethylaminomethan

U Units (Einheiten)

U/ml Einheiten pro Milliliter

untersch. unterschiedlich

v Geschwindigkeit

\Y% Volt

XAD, Serdolit AD-2

z Ladungszahl

z. B. zum Beispiel
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Chromatographie von 01AS948 an Fractogel EMD SO; mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Chromatographie von 02AS193 an Fractogel EMD SO; mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b an SP Sephadex C-25
mit linearem Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Chromatographie von XAD,-Fr.5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 6 an
Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsdure

Chromatographie von XAD»-Fr.5 / Seph. G-50 Fraktion 4b / SP Seph. C-25
Fraktion 6 / Seph. G-50 Fraktion 4 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer
Essigsdure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10
an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsdure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 3 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsiure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 4 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsiure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 11
an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsdure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12
an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsdure

Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50 Fr. 3 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsiure

Chromatographie von 01 AS604 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsdure

Chromatographie von 01AS597 an Fractogel® EMD SO; mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Chromatographie von 01AS602 an Fractogel EMD SO; mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4
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Chromatographie von 01AS605 an Fractogel® EMD SO; mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Ubersichtsschema iiber die Adsorptionschromatographie an Serdolit AD-2 und
die anschlieBende GroBenausschlulchromatographie

Ubersichtsschema iiber die Ionenaustauschchromatographie an XAD2-Fr. 4 /
Seph. G-50 Fr. 3+3b an SP Sephadex C-25

Ubersichtsschema iiber die Ionenaustauschchromatographie an XAD2-Fr. 5 /
Seph. G-50 Fr. 4a an SP Sephadex C-25, Teil 1+2

Ubersichtsschema iiber die Ionenaustauschchromatographie an XAD2-Fr. 5 /
Seph. G-50 Fr. 4b an SP Sephadex C-25, Teil 1+2

Ubersichtsschema iiber die weitere Aufreinigung der gerinnungsaktiven
Fraktionen mittels lonenaustauschchromatographie und Entsalzung

Ubersichtsschema iiber die weitere Aufreinigung der Folgefraktionen von
XADs-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a mit Toxinwirkung mittels lonenaustausch-
chromatographie und Entsalzung

Ubersichtsschema iiber die weitere Aufreinigung der Folgefraktionen von
XAD»-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b mit Toxinwirkung mittels Ionenaustausch-
chromatographie und Entsalzung

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 952 (XAD»-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a /
SP Seph. C-25 Fr. 8 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 199 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a/
SP Seph. C-25 Fr. 15 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 205 (XAD»-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a /
SP Seph. C-25 Fr. 21 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 600 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph.C-25 Fr. 8 / Seph- G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5
C-18-Sédule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 607 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph.C-25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr.2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 608 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph.C-25 Fr. 13 / Seph- G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 609 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph.C-25 Fr. 15 / Seph- G-50 Fr.2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 610 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph.C-25 Fr. 17 / Seph- G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten
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Chromatogramm der HPLC von ASI GP 2 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b
/ Sp Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-S4ule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von ASI GP 3 (XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b
/ Sp Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von ASI GP 9 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b/
Sp Seph. C-25 Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von ASI GP 10 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 3) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von ASI GP 11 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 17 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Siule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 948 (XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a /
SP Seph. C-25 Fr. 6 / Seph- G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 193 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 597 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph. C-25 Fr. 6 / Seph- G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 602 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph- G-50 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 604 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph- G-50 Fr. 5) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 01 AS 605 (XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b /
SP Seph. C-25 Fr. 11 / Seph- G-50 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 505: (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 17 / Seph. G-50 Fr. 2 / Bio Rad Fr. 1 / Seph. G-25 Fr.
1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sédule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 509 (ASI GP 9 // XAD,-Fr. 4 / Seph.
G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 2 // SP Seph. C-25 Fr. 2
/ Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 479 (01 AS 604 // XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 5 // Seph. G-25 Fr. 1) auf
einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten
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Chromatogramm der HPLC von 02AS480 (01 AS 604 // XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 5 // Seph. G-25 Fr. 2) auf
einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 497 (ASI GP 2 // XAD,-Fr. 4 / Seph.
G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 1// Bio Rad Fr. 1 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Siule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 498 (ASI GP 2// XAD;-Fr. 4 / Seph. G-
50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 1 // Bio Rad Fr. 2 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Siule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 499 (ASI GP 2 // XAD;-Fr. 4 / Seph.
G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 1 // Bio Rad Fr. 2b /
Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 490 (02 AS 193 // XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 // Fractogel Fr. 1 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 491 (02 AS 193 // XAD»-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 // Fractogel Fr. 2 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 492 (02 AS 193 // XAD»-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 // Fractogel Fr. 3 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 495 (01 AS 605 // XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 11 / Seph- G-50 Fr. 1 // Fractogel Fr. 2 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séaule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Chromatogramm der HPLC von 02 AS 496 (01 AS 605 // XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 11 / Seph- G-50 Fr. 1 // Fractogel Fr. 1 / Seph.
G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Verlidngerung der aPTT durch bestimmte Seeanemonenfraktionen; aufgetragen
ist die aPTT in Prozent der Norm bezogen auf den Leerwert mit physiologi-
scher Natriumchloridlosung

Verldngerung der aPTT durch bestimmte Folgefraktionen von XAD;-Fr. 4 /
Seph. G-50 Fr. 3+3b; aufgetragen ist die aPTT in Prozent der Norm bezogen
auf den Leerwert mit physiologischer Natriumchloridlésung

Erhohung der PAI-Aktivitit durch einige Seeanemonenfraktionen; aufgetragen
ist die PAI-Aktivitdt in Prozent der Norm bezogen auf den Leerwert mit
physiologischer Natriumchloridlosung
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Plattchenfunktionsbestimmung des Leerwertansatzes mit 0,2 pumolarer ADP-
Losung als induzierendes Agens; die Bestimmung erfolgt mittels
Extinktionsmessung

Pléattchenfunktionsbestimmung des Leerwertansatzes mit Kollagenlosung (1,9
mg/ml) als induzierendes Agens die Bestimmung erfolgt mittels
Extinktionsmessung

Plattchenfunktionsbestimmung der Fraktion ASI 4c mit 0,2 pmolarer ADP-
Losung und mit Kollagenlosung (1,9 mg/ml) als induzierendes Agens; die
Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung

Plattchenfunktionsbestimmung der Fraktion ASI 4d und ASI 4e mit 0,2
umolarer ADP-Lésung und mit Kollagenlosung (1,9 mg/ml) als induzierendes
Agens; die Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung

Massenspektrum der Probe 02AS205; 0,1 ug Probe - gelost in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 02AS479; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 ul/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 02AS480; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 ul Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 01AS607; 0,1 pug Probe - gelost in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 ul/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 01AS600; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 ul Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 02AS199; 0,1 pg Probe - gelost in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 ul/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 01AS952 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 ul Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen
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Massenspektrum der Probe 01AS610 0,1 ug Probe - gelost in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 01AS608; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 01AS609; 0,1 ug Probe - gelost in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase {iberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 02AS505; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen

Massenspektrum der Probe 02AS509; 0,1 pg Probe - geldst in je 100 pul Aqua
dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 ul Essigsdure - wird mit einer
FluBrate von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt
und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers (Firma Bruker, Bremen)
vermessen
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Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Fraktionen mit interessanter Wirkung in der Blutgerinnung, die weiter
aufgereinigt werden sollen

Tab. 2: Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a mit Toxinwirkung, die
einer weiteren Aufreinigung unterzogen werden sollen

Tab. 3: Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b mit Toxinwirkung, die
einer weiteren Aufreinigung unterzogen werden sollen

Tab. 4: Fraktionen nach der Serdolit AD-2-Chromatographie und anschlieBender
GroBenausschluBBchromatographie an Sephadex G-50

Tab. 5: Folgefraktionen der XAD,- / Seph- G-50-Fraktion 3+3b

Tab. 6: gerinnungsaktive Proben fiir die weitere Aufreinigung

Tab. 7: Fraktionen mit Toxinwirkung fiir die weitere Aufreinigung (Folgefraktionen
von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a

Tab. 8: Fraktionen mit Toxinwirkung fiir die weitere Aufreinigung (Folgefraktionen
von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b

Tab. 9: Ergebnisse der Leerwertbestimmung der globalen Gerinnungstests

Tab. 10: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fr. 3 / Seph. G-50 Fr. 1, 2,
3,4

Tab. 11: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD»-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 1a,
1b, 2, 3a, 3+3b

Tab. 12: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD»-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 1, 2,
3, 4a,4b, 5

Tab. 13: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fr. 6/1 / Seph. G-50 Fr. 1,
2,3,3-4,4,4b

Tab. 14: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fr. 6/2 / Seph. G-50 Fr. 1,
2,3,4,4b

Tab. 15: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fr. 6/3 / Seph. G-50 Fr. 1

Tab. 16: Ergebnisse der Einzelfaktorenbestimmung von Fraktionen, die eine besonders
starke aPTT-Verldangerung bewirken

Tab. 17: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der Folgefraktionen der XAD,-Fr. 4 /
Seph. G-50 Fr. 3+3b

Tab. 18: Ergebnisse der Einzelfaktorenbestimmung der Folgefraktionen der XAD,-Fr. 4
/ Seph. G-50 Fr. 3+3b

Tab. 19: Ergebnisse der Thrombinzeitbestimmung

Tab. 20: Ergebnisse der Fibrinogenbestimmung

Tab. 21: Ergebnisse der Protein-C-Bestimung

Tab. 22: Ergebnisse der Protein-S-Bestimmung

Tab. 23: Ergebnisse der APC-Resistenz-Bestimmung

Tab. 24: APC-Resistenz-Untersuchungen mit ausgewéhlten Seeanemonenfraktionen an
pathologischem Patientenplasma

Tab. 25: Ergebnisse der Plasminogen-Bestimmung
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Ergebnisse der t-PA-Bestimmung

Ergebnisse der PAI-Bestimmung

Ergebnisse der Prakallikrein-Bestimmung

Ergebnisse der ADP-induzierten Plittchenfunktions-Bestimmung
Ergebnisse der Kollagen-induzierten Plattchenfunktions-Bestimmung
Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 3
Toxizitdtstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD;-Fr. 4
Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 5
Toxizitdtstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/1
Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/2
Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/3

Toxizitétstestergebnisse der Folgefraktionen von XAD2-Fr. 5 / Seph. G-50-Fr.
4a

Toxizitétstestergebnisse der Folgefraktionen von XAD2-Fr. 5 / Seph. G-50-Fr.
4b

Ergebnisse der massenspektrometrischen Molekulargewichtsbestimmung
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1 Einleitung

Die Seeanemone Anemonia sulcata (siche Abb. 1) steht seit Jahrzehnten im Mittelpunkt des
Interesses von marinen Naturstofforschern. Sie ist die meistverbreitete Seeanemone im
Mittelmeerraum und in den siidatlantischen Regionen und lebt, an Felsen festhaftend, in
Meerestiefen von 0,5 bis 15 Metern. Sie besitzt mit Nesselzellen dichtbesetzte Tentakel.
Besagte Nesselzellen sind mikroskopisch kleine Waftfen, die sehr potente Gifte enthalten. Um
diese Giftwirkung wullite bereits Aristoteles (Storer, 1943). Auch den Mittelmeervolkern ist
die unangenehme Nesselwirkung der Anemonia sulcata seit Jahrhunderten bekannt. Trotzdem
begannen wissenschaftliche Untersuchungen dieser Toxine erst zu Beginn des 20.
Jahrhunderts (Richet, 1903). Damals wollte Charles Richet durch Verabreichung subletaler
Dosen eines Giftextraktes aus Anemonia sulcata eine Immunisierung an Hunden erreichen.
Dies gelang ihm zwar nicht, statt dessen aber beobachtete er das Phinomen der Anaphylaxie,
einer speziellen Form der allergischen Reaktion. Fiir die Beschreibung dieser Reaktion erhielt
er 1915 den Nobelpreis. (Angemerkt sei allerdings, dal3 die Wirkung der Anemonentoxine auf
die erregbaren Membranen und die Erzeugung eines anaphylaktischen Schocks vollig
unabhingig voneinander sind und auf unterschiedlichen physiologischen Mechanismen
basieren.)

Abb. 1: Anemonia sulcata (Photo: L. Béress)

Mehrere  Forscher  haben  daraufhin  vergeblich  versucht, die  giftigen,
muskelkrampfauslosenden Substanzen aus Anemonia sulcata zu isolieren und zu
charakterisieren (R. Sonderhoff, 1936; D. Ackermann, 1953). Erstmals gelangen die
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Isolierung und die Erkennung dieser Toxine als Polypeptide mit einem Molekulargewicht von
etwa 5000 Dalton im Jahre 1971 (L. Béress und R. Béress, 1971). Die Verfeinerung der
Methode ermdglichte schlieBlich die Reindarstellung dieser Toxine (Béress et al., 1975). Kurz
darauf folgte die Sequenzierung dieser Polypeptide (Wunderer et al., 1976; Wunderer und
Eulitz, 1978; Béress et al., 1978).

In diesen Zeitraum féllt auch die Entdeckung der hochspezifischen Wirkung auf die
spannungsabhingigen Natriumkandle des Toxins II (ATX II) aus Anemonia sulcata
(Bergmann et al., 1976; Romey et al., 1976) und die Entdeckung der positiv inotropen
Wirkung von ATX II auf das Warmbliiterherz (Alsen, 1975; Alsen et al., 1976; Ravens,
1976). Diese Eigenschaften machten das Toxin zu einem sehr wertvollen Werkzeug in der
elektrophysiologischen und pharmakologischen Forschung. Die gewonnenen Erkenntnisse
ebneten zudem den Weg zur Erforschung weiterer Polypeptide aus Anemonia sulcata und
anderen Seeanemonenarten (siche Reviews: Béress, 1988; Norton, 1991).

Mittels stets verbesserter Arbeitsmethoden wurden in der Folgezeit weitere biologisch aktive
Polypeptide aus Anemonia sulcata isoliert und charakterisiert, zum Beispiel
Serinproteinaseinhibitoren (Fritz et al., 1972) und blutdrucksenkende antivirale Substanzen
(Béress et al., 1985). Spiter stellte sich heraus, da3 die Serinproteinaseinhibitoren auch eine
Wirkung auf die Kvl-6-Kaliumkanile besitzen (Schweitz et al., 1995), wihrend den
blutdrucksenkenden Substanzen eine hochspezifische Wirkung auf die Kv3-4-Kaliumkanéle
nachgewiesen werden konnte (Diochot, 1997).

Fiir diese Dissertation von besonderem Interesse sind die Untersuchungen von H. D. Bruhn
und L. Béress iiber die Wirkung von oben erwidhnten Proteinaseinhibitoren auf die
Blutgerinnung. Dabei wurde eine Wirkung auf das intrinsische Blutgerinnungssystem
gefunden (Bruhn und Béress, 1978).

Im Hinblick auf den Einsatz in der Forschung und in der Therapie ist eine Reingewinnung der
obig aufgezéhlten Substanzen zwingend erforderlich. Bei etlichen Polypeptiden ist diese zwar
bereits gelungen, allerdings oftmals unter Anwendung sehr zeit- und kostenaufwendiger
Methoden. Zudem lag das Hauptaugenmerk hierbei oftmals nur auf der Gewinnung eines
einzelnen Inhaltsstoffes aus Anemonia sulcata. Die iibrigen sehr potenten Substanzen wurden
dabei verworfen. Daher erscheint es wiinschenswert, eine Methode zu entwickeln, die es
ermoglicht, die verschiedenen biologisch aktiven Substanzen in parallelen Arbeitsschritten
schnell und effizient in reiner Form zu gewinnen. Genau dieses Ziel verfolgt die vorliegende
Arbeit.

Hierzu wurde eine von der Arbeitsgruppe Béress 1996 verdffentlichte Methode speziell zur
Isolierung von Toxinen der Anemonia sulcata aufgegriffen (J. Sanchez-Rodriguez et al.,
1995). Durch Erweiterung des dort beschriebenen Arbeitsschemas konnte im Rahmen dieser
Dissertation eine simultane Isolierung der Toxine und blutgerinnungsbeeinflussenden
Polypeptide der Anemonia sulcata erzielt werden.

Noch sind die Einsatzbereiche der Seeanemonenpolypeptide ldngst nicht ausgeschopft. Thre
mannigfaltigen Wirkungen an den verschiedensten Wirkorten bergen mdoglicherweise noch
etliche therapeutische Einsatzmoglichkeiten in sich, weswegen es lohnenswert erscheint, die
Wirkprinzipien aus Anemonia sulcata verstirkt auch in den Focus der pharmazeutischen
Forschung zu riicken. Besonders lohnenswert erscheint dabei die weitere Erforschung der
oben erwidhnten Wirkung der Proteinaseinhibitoren auf die Blutgerinnung:

Das Blutgerinnungssystem spielt in physiologischen und pathophysiologischen Vorgéngen
eine wichtige Rolle. Ohne eine gut austarierte Gerinnung wiirde es in unserem Korper stindig
zu lebensbedrohlichen Blutungen bzw. Gerinnselbildungen kommen. Wie dramatisch ein
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Ungleichgewicht innerhalb dieses Systems sich bemerkbar machen kann, zeigen eine Reihe
von angeborenen Gerinnungsstorungen. Stellvertretend genannt sei an dieser Stelle das
Beispiel der Bluterkrankheit (Hamophilie A und B), der ein Mangel an den
Gerinnungsfaktoren VIII bzw. IX zugrunde liegt. Dieser Mangel fiihrt dazu, daB die
Betroffenen bereits bei kleinsten Verletzungen Gefahr laufen zu verbluten.

Umgekehrt fiihrt ein tibermdBig aktiviertes Gerinnungssystem zu Thrombenbildung an den
falschen Orten. Falls sich diese Thromben losldsen, kann es zu einer Lungenembolie, einem
Schlaganfall oder einem Herzinfarkt mit tddlichem Ausgang kommen. Ein genetisch
bedingtes Thrombenbildungsrisiko liegt bei dem Faktor-V-Leiden, der sogenannten APC-
Resistenz, vor. Hierbei ist der aktivierte Faktor V des Gerinnungssystems aufgrund einer
Genmutation resistent gegen das aktivierte Protein C, welches als Gerinnungshemmkorper
einen Schutz vor einer erhdhten Gerinnungsneigung bildet. Daraus resultiert eine erhdhte
Thromboseneigung, die unterschiedlich stark ausgeprigt ist, je nachdem, ob es sich bei
Betroffenen um einen hetero- oder homozygoten Trager des mutierten Gens handelt.
Besonders dramatisch macht sich die Mutation bei Frauen bemerkbar, die gleichzeitig mit der
Antibabypille verhiiten. Bei ihnen ist das Thromboserisiko um das Dreifligfache (heterozygote
Erbanlage) bzw. um das Hundertfache (homozygote Erbanlage) erhoht.

Desweiteren sollen hier arteriosklerotische Verdnderungen der GefiBwand genannt werden,
an die sich Thrombocyten bevorzugt anlagern, was wiederum eine Gerinnselbildung in Gang
setzen kann.

Dies seien nur einige Beispiele, die verdeutlichen sollen, dafl Gerinnungsstdrungen ein breites
Spektrum an medizinischen Komplikationen hervorzurufen in der Lage sind. Substanzen, die
in derartige Gerinnungsstorungen regulierend einzugreifen vermogen, verdienen folglich
besonderes Augenmerk. Aus diesem Grund soll bei der Untersuchung der biologischen
Aktivitaten ein Schwerpunkt auf die Blutgerinnungsaktivitét gelegt werden.

Es sind gegenwirtig bereits einige Substanzen bekannt, die erfolgreich bei
Hiamostasestorungen eingesetzt werden. So gibt es Substanzen, welche die Gerinnbarkeit des
Blutes herabsetzen. Diese werden z. B. zur Herzinfarktprophylaxe eingesetzt. Zum einen sind
dies die  Thromboytenaggregationshemmer wie  Ticlopidin,  Abciximab  und
Acetylsalicylsdure, zum anderen die Cumarine, welche als Vitamin-K-Antagonisten
fungieren. Weitere gerinnungshemmende Wirkstoffe sind das Heparin und das Hirudin sowie
die Hirudin-Derivate, die aus der Thromboseprophylaxe und —therapie heute nicht mehr
wegzudenken sind. Kurz vor der Zulassung steht derzeit das Melagatran, ein neuer direkter
Thrombininhibitor, dessen Prodrug - das Ximelagatran (Exanta®) — sogar oral verfligbar ist.
Dies stellt im Gegensatz zu den héufig eingesetzten Heparinen, welche subcutan verabreicht
werden miissen, einen erheblichen Vorteil dar. Zudem bestitigt die im September dieses
Jahres von der European Society of Cardiology (ESC) verdffentlichte ESTEEM-Studie
(Efficacy and Safety of the oral Thrombin inhibitor ximelagatran in combination with aspirin
in patients with recent myocardial damage) die Wirksamkeit von Ximelagatran zur Pravention
erneuter arteriothrombotischer Ereignisse bei Patienten mit einem Herzinfarkt. Bei dieser
Studie wies das Ximelagatran sogar gewisse Vorteile gegeniiber dem Standardtherapeutikum
Acetylsalicylsdure auf.

Selbst wenn sich schon ein Gerinnsel gebildet hat, stehen der modernen Medizin Wirkstoffe
zur Verfiigung, die eine Gerinnselauflosung bewirken konnen, als da wéren Urokinase und
Streptokinase. Im Zusammenhang mit dieser Dissertation erscheinen vor allem Ancrod und
Batroxobin erwéhnenswert, da es sich hierbei um Wirkstoffe biologischen Ursprungs handelt.
Beides sind Verbindungen, die aus Schlangengiften isoliert wurden.

Alle diese Wirkstoffe weisen neben ihren erwiinschten Wirkungen auch Nebenwirkungen auf,
die bisweilen eine Therapiesteuerung erschweren. Eine dieser unerwiinschten Wirkungen ist
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das Auftreten der heparininduzierten Thrombocytopenie Typ II, welche eine
lebensbedrohliche Komplikation der Heparintherapie darstellt. Bekannt sind zudem die
Schwierigkeiten, die sich bei einer oralen Cumarintherapie (z. B. Marcumar®) ergeben.
Genannt seien hierbei die erhohte Blutungsneigung, die eine stindige Kontrolle des
Quickwertes notig macht, sowie zahlreiche Interaktionen mit anderen Arzneimitteln und
Nahrungsbestandteilen.

Deshalb erscheint es durchaus erstrebenswert, auf diesem Gebiet verstiarkt weiterzuforschen,
um eventuell neue Substanzen zu entdecken, die unter gegebenen Umsténden besser steuerbar
sind als die bisher eingesetzten Wirkstoffe.

Diese Dissertation soll — neben ausfiihrlichen Peptidisolationsstudien - einen Anstof} fiir die
Entwicklung neuer Wirksubstanzen fiir die Himostasiologie liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Gesamtauflistung des benotigten Materials

2.1.1 Seeanemonenmaterial

Die Seeanemone Anemonia sulcata wurde im Golf von Neapel gesammelt und bis zur
Verwendung bei -20 °C tiefgefroren aufbewahrt.

2.1.2 Laborbedarf (Glasgeriite etc.)

Wasserstrahlpumpe

Saugflaschen

Nutschen

Bechergldser, Erlenmeyerkolben (Schott Glas, Mainz)

Glassédulen verschiedener Ausmalfle

Gradientenmischer aus Glas (Sonderafertigungen eines Glasblésers)
Gummischlduche verschiedener Grof3e

Schnappdeckelgldaschen

Reagenzgldser (zum Auffangen der Fraktionen in den Fraktionssammlern)
Einmal-Injektionskaniilen Sterican® (Braun Melsungen AG Melsungen)
Einmalspritzen Braun Injekt, 2ml (Braun Melsungen AG Melsungen)
StandardreaktionsgefidBe, 1,5 ml (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Glassdulen versch. Ausmafle mit Kunststoffschlduchen

Eppendorfgefafie (1 ml)

Eppendorfpipetten (1000, 500 und 200 pl) + Eppendorfspitzen (blau und gelb)

2.1.3 Chemikalien und andere Gebrauchsmaterialien

2.1.3.1 Isolationsmethode

Seitz K 1000- Filter (Seitz-Filter-Werke, Bad Kreuznach, Deutschland)
Sephadex G-50 (Pharmacia Biotech, Schweden)

Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech, Schweden)

SP Sephadex C-25 (Pharmacia Biotech, Schweden)

Serdolit® AD-2 (Serva, Heidelberg)

Fractogel® EMD SOj;™ (Merck, Darmstadt)

Bio Rad Macro-Prep® High S Support (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA)
MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule fiir HPLC (Machery & Nagel)
destilliertes Wasser und Aqua bidest (aus eigener Herstellung)

Aceton, Essigsdure, Ethanol, Ammoniumacetat, Trifluoressigsidure. (Alle diese
Chemikalien sind von Merck (Darmstadt) in p. a.-Qualitit

2.1.3.2 Gerinnungsuntersuchungen

Sarstedt-Monovettensystem® :5 ml-Monovetten gefiillt mit 0,5 ml Citratlosung
(0,106 mol/1), 0,8 x 33 mm Kaniilen (Sarstedt)
Thromborel® S (Dade-Behring, Marburg)
Pathromtin®SL (s. 0.)

Mangelplasmen (s. 0.)
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Test-Thrombin-Reagenz (s. 0.)

HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4) (s. 0.)

Multifibren® U

READS® Protein S Antigen Test Kit (Corgenix, Westminster, Colorado)
Coatest APC Resistanse V (Chromogenix)

Berichrom® Plasminogen-Testkit (Dade-Behring, Marburg)
Berichrom® Protein C-Testkit (Dade Behring, Marburg):

- Protein C-Aktivator: Extrakt aus dem Gift Agkistrodon contortrix

- Substrat-Reagenz: pyro-Glutaminsdure-Prolin-Arginin-methoxy-notroanilid
- HEPES-Puffer (25 mmol/l, pH 8,25)

Asserachrom® t-PA-Testkit (Roche)

Berichrom® PAI Testkit (Dade-Behring, Marburg)
Unitest"™Prekallikrein Testkit (Unicorn Diagostics, London)

Kollagen in einer Endkonzentration von 1,9 pg/ml (Mélab, Hilden)

ADP in einer Endkonzentration von 0,2 umol/Ansatz (Molab, Hilden)
Calciumchlorid-Losung 25 mmol/l (Dade Behring, Marburg)
Imidazol-Pufferlosung pH 7,6 (Dade Behring, Marburg)

entspr. Mangelplasmen (Dade Behring, Marburg)

HEPES-Pufferldsung (25 mmol/l) pH 7,4, (Dade Behring, Marburg)
isotonische Kochsalzldsung (Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen)

2.1.4 elektrische Gerite

Kiichenmixer (Sarmix, Cenco Warring Blendor)

Zentrifuge (Biofuge A, Heraeus Christ)

Biichi-Rotationsverdampfer

Sartorius Mikrowaage

Sartorius Makrowaage

Magnetriihrer (Rithrmotoren)

LKB 2138 Uvicord S — Detektor (Pharmacia, Schweden)

LF 521 — LeitfahigkeitsmeBgerat (WTW, Deutschland)

Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

LKB 2065-Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

LKB Ultrorac 700 — Fraktionssammler (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpen (LKB 2115 Multiperpex)

Eppendorfmixer 5432

Eppendorf Centrifuge 5414S

Waters HPLC-Anlage:

- Waters Data Model 730

- Automatischer Gradientenmischer Mod. 640

- Waterspumpen Mod. 600-A und 501

- Autosampler (GBC, Mod. LC 1610) und EZ Chrome Software

- Probenhalter (Rotationsscheibe) fiir Autosampler mit entsprechenden Probengefdf3en

- LC Spektrophotometer (Water, Lamda-Max, Mod. 481)

e QGefriertrockner (Virtis Company)

e Massenspektrometer Esquire-LC (Bruker, Bremen) mit Bruker Daltonics Data
Analysis-Software

e ELISA-Reader MRX (Dynex)

e Behring Coagulation System, BCS (Dade Behring, Marburg)
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e Aggregometer PAP 4 (Firma Molab, Hilden) + entsprechende Kiivetten
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2.2 Chromatographische Verfahren zur Isolierung von Fraktionen aus
Anemonia sulcata

Bei der Fraktionsgewinnung wurde sich einer von der Arbeitsgruppe Béress bereits in groben
Ziigen publizierten Methode bedient (J. Sanchez, T. Bruhn, A. Aneiros, E. Wachter und L.
Béress, 1995). Diese wurde modifiziert und erweitert auf 2,6 kg nasses Seeanemonenmaterial
angewendet. Bei der zuvor erwédhnten Veroffentlichung wurde lediglich die Isolierung der
Anemonentoxine verfolgt. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sich mittels des
Trennungsschemas der publizierten Methode die Toxine und die blutgerinnungswirksamen
Inhaltsstoffe der Anemonia sulcata simultan erfaflt und voneinander trennen lassen.

2.2.1 Gewinnung eines Rohextraktes

Material

Kiichenmixer (Sarmix, Cenco Warring Blendor)
Zentrifuge (Biofuge A, Heraeus Christ)
Biichi-Rotationsverdampfer

Nutsche (Durchmesser =20 cm)

Seitz-Filter K1000

Eisessig

Ethanol, 50 %ig

Aceton

Durchfiihrung

2,6 Kilogramm feuchtes Anemonenmaterial werden mit 2,6 Litern vergélltem Ethanol
versetzt. Pro Kilogramm Substanz werden dem Alkohol 10 Milliliter Eisessig hinzugefiigt
(entspricht folglich 26 ml Eisessig). Anschlieend wird mittels eines Mixers (Sarmix, Cenco
Warring Blendor) homogenisiert, der Ansatz auf 70°C erwdrmt und wieder abgekiihlt. Dann
wird zentrifugiert (3000 g, fiinf Minuten). Der Uberstand wird aufbewahrt, mit dem
Riickstand wird eine erneute Extraktion vorgenommen, wobei diesmal zwei Liter 50-
prozentiger Ethanol zum Einsatz kommen. Dieser Ansatz wird erneut homogenisiert und
zentrifugiert. Die beiden Uberstinde werden daraufhin vereinigt und im Biichi-
Rotationsverdampfer im Wasserstrahlpumpen-Vakuum auf 500 Milliliter eingeengt. In dieser
Losung liegen die verschiedensten wasser- und ethanolldslichen Substanzen nebeneinander
VOr.

Bei den meisten bekannten wirksamen Verbindungen aus Anemonia sulcata handelt es sich
um Polypeptide. Um diese von den iibrigen Verbindungen abzutrennen, besteht der néchste
Arbeitsgang in einer Proteinfiallung mit Aceton. Dazu wird das eingeengte viskose Konzentrat
bei Raumtemperatur mit etwa der zehnfachen Menge Aceton (entspricht 5000 Millilitern)
versetzt und spéter fiir circa zwolf Stunden bei -20 °C zur vollstindigen Prézipitation
aufbewahrt. Auf diese Weise prézipitieren die Proteine, Polypeptide, Polysaccharide und
Salze quantitativ, wiahrend die Lipide und lipiddhnlichen Substanzen in Lésung bleiben und
somit von dem Prézipitat abgetrennt werden. Im Anschlufl wird das Aceton abdekantiert, der
Riickstand mit zwei Litern destilliertem Wasser aufgenommen und die so entstandene triibe
Losung mit Hilfe eines Seitzfilters K1000 bei Unterdruck iiber eine Nutsche filtriert. Der
Filterdurchmesser betrdgt 20 Centimeter. Dabei erhdlt man eine braune Rohtoxinldsung, die
direkt fiir den ersten Chromatographieschritt verwendet werden kann.
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2.2.2 Adsorptionsschromatographie an Serdolit AD-2

Prinzip der Trennung

Das Auftrennungsprinzip bei dieser Chromatographie basiert auf den unterschiedlichen
Bindungseigenschaften verschieden polarer Substanzen an das Sdulenmaterial. Das
Sdulenmaterial bei dieser Chromatographie ist Serdolit® AD-2 von der Firma SERVA,
Heidelberg. Hierbei handelt es sich um ein Adsorberharz aus Polystyrol. Die einzelnen
Peptide enthalten eine unterschiedliche Anzahl an aromatischen Aminosduren, deren
Aromaten eine hohe Adsorptionsneigung an das Harz besitzen. Folglich werden sie durch ihre
Aromaten unterschiedlich stark festgehalten. Stark polare Substanzen wie Salze oder
Polysaccharide werden nicht an das Séulenmaterial gebunden und verlassen die Sdule auf
schnellstem Wege wieder. Auf diese Weise werden die Peptide von den nicht an das
Sdulenmaterial bindenden Substanzen getrennt.

Zu diesem Zwecke trigt man den Rohtoxinextrakt auf eine Serdolit® AD-2-Sdule der
AusmaBe 4 x 50 Centimeter auf und spiilt mit circa 1000 Millilitern 1-molarem
Ammoniumacetatpuffer. Die hohe Pufferkonzentration bewirkt eine stirkere Wechselwirkung
der Polypeptide und Proteine mit dem Saulenmaterial. Substanzen, die sich nicht an das
Sdulenmaterial binden, werden mit dem Puffer durch die Séule gespiilt.

Nun gilt es, die Peptide bzw. Proteine, die an das Polystyrolharz gebunden vorliegen,
aufgrund ihrer verschiedenen physiko-chemischen Eigenschaften voneinander zu trennen.
Hierzu bedient man sich eines Wasser-Essigsduregradienten mit steigender Konzentration an
Essigsdure von null auf 80 Prozent. Bei dem Gradienten handelt es sich um einen
Stufengradienten. Begonnen wird mit reinem Wasser, dann folgen 12,5-, 50- und 80-
prozentige Essigsdure. Bei dem Spiilvorgang mit einem Liter destillierten Wasser werden die
stark polaren Peptide bzw. Proteine, die sich lediglich schwach an das S&ulenmaterial
gebunden haben, von der Sédule gespiilt. Mit 12,5 prozentiger Essigsdure werden dann die
weniger polaren und damit etwas fester gebundenen Peptide eluiert, wihrend die schwach
polaren und somit stirker gebundenen Peptide bzw. Proteine erst bei hoheren
Essigsdurekonzentrationen von der Sdule kommen. Durch diesen Chromatographieschritt
gelingt eine Vortrennung der Peptide bzw. Proteine mit gleichzeitigem Entsalzungseffekt und
Abtrennung anderer organischer Molekiile (Polysaccharide etc.).

An den Fraktionssammler sind ein Photometer und ein Leitfdhigkeitsmefgerit
angeschlossen. Der FlieBmittelstrom passiert nach dem Verlassen der Séule beide
Einrichtungen. Die daraus resultierenden MefBergebnisse werden durch einen XY-Schreiber
aufgezeichnet. Das Photometer mift bei einer Wellenldnge von 280 Nanometern. Bei dieser
Wellenldnge absorbieren die aromatischen Aminosduren der betreffenden Polypeptide und
werden auf diese Weise detektiert. Diese Tatsache ermdglicht es, durch Auswertung des
Spektrums mehrere Fraktionen, die laut Chromatogramm einheitliche Peptide enthalten, zu
vereinigen, am Rotationsverdampfer einzuengen und schlieBlich mittels Gefriertrocknung zu
lyophilisieren. Dieses Detektionsprinzip kommt im {ibrigen bei allen durchgefiihrten
Chromatographieschritten zum Einsatz.

Material und Gerite

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenldnge A =280 nm
LeitfahigkeitsmeBgerét LF 521 (WTW, Deutschland)
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LeitfahigkeitmeBzelle MikrodurchfluBBzelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)
Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperpex (Pharmacia, Schweden)
Sédulendimension 4,5x 40 cm

Sdulenmaterial Serdolit ® AD-2 (research-grade/ 0,05-0,1 mm)
FluBrate 14 ml/min

Fraktionsgrof3e 28 ml/2 min

Auftragsmedium destilliertes Wasser

Elution Stufengradient mit Essigsdure-Wassergemisch
FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer pH 5,4 (1-molar)

destilliertes Wasser
12,5 % Essigsdure
50 % Essigsdure

80 % Essigsdure

Durchfiihrung der Chromatographie

Die Sdule wird mit dem Serdolit® AD-2 gefiillt und mit Wasser equilibriert. AnschlieBend
wird der Rohextrakt aufgebracht und mit Ammoniumacetatpuffer (1-molar, pH 5,4) gespiilt.
Darauthin wird die Sdule mit destilliertem Wasser gespiilt, bevor man den Stufengradienten
von 12, 5-prozentiger iiber 50-prozentige bis hin zu 80-prozentiger Essigsdure startet. Das
FlieBmittel wird wihrend der gesamten Chromatographie mittels einer Pumpe auf die Séule
gebracht.
Die Elution wird folgendermaflen durchgefiihrt:

1. Auftragen des Rohextraktes (2 Liter)
Spiilen mit 1-molarem Ammoniumacetatpuffer pH 5,4 (ca. 1 Liter)
Spiilen mit destilliertem Wasser (ca. 1 Liter)
12,5 %ige Essigsdure (4,5 Liter)
50 %ige Essigsédure (4 Liter)

AR

80 %ige Essigsdure (1,2 Liter)

Das Siuleneluat wird in Fraktionen a 28 Milliliter pro zwei Minuten aufgefangen. Mittels des
erhaltenen Chromatogramms werden anschlieend einheitliche Fraktionen zu groBeren
Fraktionen vereinigt; diese werden mit Hilfe der Biichi-Rotationsverdampfer im
Wasserstrahlvakuum auf je etwa 50 Milliliter eingeengt.

2.2.3 Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-50

Nach der Adsorptionschromatographie an Serdolit AD-2 liegen die acht gewonnenen
Fraktionen nach der Polaritdt der jeweils enthaltenen Polypeptide getrennt vor. Allerdings
sind diese Fraktionen beziiglich ihres Molekulargewichts keineswegs einheitlich, sondern
stellen vielmehr ein Gemisch von Polypeptiden verschiedenster Molekiilgro8e dar. Um nun
Fraktionen mit einheitlicherer Molekulargewichtsverteilung zu erhalten, bietet sich die
Gelfiltrationschromatographie (oder auch GroBenausschluBchromatographie genannt) an.
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Prinzip der Trennung

Das Trennungsprinzip bei dieser Chromatographie besteht in einer Trennung nach
MolekiilgroBe. Als Séulenfiillung dient ein Gel, welches je nach Beschaffenheit verschieden
groBe Poren hat. Die Trennung unterschiedlich groBer Molekiile kommt nun dadurch
zustande, daB3 kleinere Molekiile oftmals in der Lage sind, in diese Poren einzudringen.
Innerhalb dieser - mit Losungsmittel gefiillten - Poren diffundieren die Molekiile nur noch mit
entsprechender Diffusionsgeschwindigkeit in dem Losungsmittel, bis sie an einer anderen
Stelle die Pore wieder verlassen. Sie sind also nach Poreneintritt fiir einige Zeit dem
Elutionsstrom entzogen. GroBeren Molekiilen hingegen gelingt es aufgrund ihrer Grof3e nicht,
in diese Poren einzudringen. Sie durchlaufen das Gel folglich, von dem Elutionsmittel
getrieben, ohne Aufenthalt in den Poren. Dies ist der Grund dafiir, dal grole Molekiile am
schnellsten durch das Gel gelangen, wéhrend die kleinen Molekiile eine ldngere
Saulenverweilzeit aufweisen. In je mehr Poren ein Molekiil einzudringen vermag, desto
langer wird dessen Elutionszeit. Aus diesen Tatsachen ergibt sich, dal das Chromatogramm
einer GroBenausschluBBchromatographie sich prinzipiell wie folgt darstellen wird:

high
Absorbance molecular

weight

i _mple void volume V,
injection

total co volum A
volume ofal column volume V,

intermediate
molecular weight

eﬂuqlibranonl

Column Volumes (cv)

Abb. 2: Schematisches Chromatogramm einer typischen Gelfiltrationschromatographie (aus: ,,Gelfiltration: Principles and
Methods*; Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden, 2003)

Als Saulenmaterialien kommen verschiedene Gelbildner in Frage. In diesem Falle wird
Sephadex G-50 eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein quervernetztes Dextranderivat.
Dextrane sind bakterielle Produkte, die aus Glucoseeinheiten aufgebaut sind, welche in 1,6-
Verkniipfung vorliegen. Die Quervernetzung wird durch Epichlorhydrin vorgenommen. Das
Gel quillt in wéssrigen Losungen, Dimethylsulfoxid und Formamid. Das Quellvermdgen in
organischen Losungsmitteln ist nicht so hoch wie in wiBirigen. Es gibt Gelmaterialien, die fiir
Arbeiten mit organischem Losungsmittel besser geeignet sind. Da in dieser Arbeit
ausschlieflich mit waBrigen Losungen gearbeitet wird, sind Dextrangele gut geeignet fiir die
entsprechenden Chromatographien. Die verschiedenen G-Typen von Sephadexgelen variieren
in ithrem Grad an Quervernetzung und damit in ihrem Quellvermdgen. Zudem gibt es drei
verschiedene PartikelgroBenbereiche, in denen die G-Typen erhiltlich sind: superfein,
medium und grob (coarse). Die superfeinen Materialen eignen sich am besten fiir
Diinnschichtchromatographien, wihrend sich die anderen beiden PartikelgroBen fiir
Saulenchromatographien im priparativen Mallstab anbieten. In dieser Arbeit kommen
Materialien mit dem Partikelgréenbereich ,,medium* zum Einsatz.

Bei dem fiir diese Chromatographie verwendeten Sdulenmaterial (Sephadex G-50) liegt der
AusschluBBbereich der aufzutrennendn Molekiilezwischen 1500 und 30000 Da (,,Gelfiltration:
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Principles and Methods“, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden, 2003). Dies bedeutet,
daB Molekiile mit einem Molekulargewicht > 30000 Da in keine Poren einzudringen
vermdgen und somit die Sdule auf direktem Wege mit dem FlieBmittel wieder verlassen. Bei
Molekiilen mit einem Molekulargewicht < 1500 Da hingegen kann keine weitere Auftrennung
mittels Sephadex G-50 erlangt werden, da sie allesamt in jegliche Poren eindringen konnen
und somit in etwa die gleiche Retentionszeit besitzen.

Von den beiden relevanten Substanzklassen (Proteinaseinhibitoren mit Gerinnungswirkung
und natriumkanalwirksame Toxine) ist bekannt, dal ihr Molekulargewicht im
mittelmolekularen Bereich anzusiedeln ist. So liegen die Proteinaseinhibitoren in einem
Molekulargewichtsbereich von etwa 6000 bis 6500 Da, wiéhrend die Toxine ein
Molekulargewicht von ca. 3000 bis 5000 Da aufweisen. Es 146t sich folglich voraussagen, dafl
beide Substanzklassen in den mittleren Fraktionen der Chromatographie zu finden sein
werden.

Als FlieBmittel bei dieser Chromatographie dient 0,3-molare Essigsdure. Die Sdure sorgt
dafiir, da3 saure Aminosduren in protonierter Form vorliegen und somit keine negative
Ladung aufweisen. Somit werden elektrostatische Wechselwirkungen mit basischen, und
damit unter den gegebenen Umstdnden positiv geladenen Aminosduren unterbunden. Diese
Wechselwirkungen kénnten ndmlich dazu fiihren, dal3 beispielsweise kleine Polypeptide mit
positiver Nettoladung durch grofle Polypeptide mit negativer Nettoladung elektrostatisch
angezogen werden, wodurch sie die Fihigkeit einbiilen, in die Poren zu diffundieren und
somit die Séule schneller verlassen, als es ihrem Molekulargewicht und ihrer Grofe
entsprechen wiirde.

Material und Ausriistung

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenlénge A =280 nm
LeitfdhigkeitsmefBgerét LF 521 (WTW, Deutschland)
LeitfahigkeitmeBzelle MikrodurchfluBBzelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)
Sdulendimension 7x 110 cm
Sdulenmaterial Sephadex G-50, medium (Pharmacia)
FluBrate 7 ml/min (XAD,-Fraktionen 1 bis 6/1, 6/3)

6 ml/min (XAD2-Fraktion 6/2)
Fraktionsgrof3e 28 ml / 4 min (XAD;-Fraktionen 1 bis 6/1, 6/3)

30 ml / 5 min (XAD,-Fraktion 6/2)
FlieBmittel 0,3 molare Essigsiure

Durchfiihrung der Chromatographie

Die bei dem vorangegangenen Chromatographieschritt gewonnenen Fraktionen, die unter
Umstdnden noch Salz aus dem Meerwasser enthalten, werden nun nacheinander einzeln auf
die mit Sephadex G-50 gefiillte Saule aufgetragen und mittels 0,3-molarer Essigsdure eluiert.
Die Chromatographie ist beendet, wenn kein Salz mehr von der Sdule kommt. Diesen
Zeitpunkt kann man anhand der Leitfdhigkeitsmessung ersehen. Zu diesem Zeitpunkt sollte
kein Polypeptid mehr von der Sdule kommen. Kontrollierbar ist dies mittels der
photometrischen Absorptionsmessung.
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Die auf diese Weise gewonnenen Fraktionen mittleren Molekulargewichts werden am
Rotationsverdampfer eingeengt, gefriergetrocknet und anschlieend einer
lonenaustauschchromatographie an dem Kationenaustauscher SP Sephadex C-25 unterzogen.

2.2.4 Tonenaustauschchromatographie an dem Kationenaustauscher SP Sephadex C-25

Prinzip der Trennung

Die Ionenaustauschchromatographie ist ebenfalls eine wichtige Methode zur
Proteinauftrennung. Sie nutzt die Unterschiede in Vorzeichen und Grofle der Nettoladungen
der Peptide und Proteine bei vorgegebenem pH-Wert. Diese Unterschiede liegen in der
Aminosdurenzusammensetzung, die fiir jedes Peptid charakteristisch ist, begriindet. So weisen
verschiedene Aminosduren unterschiedliche pKs-Werte auf. Die Saulenfiillung besteht aus
einem Harz, welches geladene Gruppen enthélt, und zwar beim Kationenaustauscher negativ
und beim Anionenaustauscher positiv geladene Gruppen. Die Bindung der Substanzen
(Proteine) erfolgt aufgrund der elektrostatischen Anziehung zwischen entgegengesetzten
Ladungen. Je nach vorherrschendem pH-Wert sind die Proteine unterschiedlich stark geladen.
Sie konkurrieren miteinander um die Bindung an das Austauscherharz. Die Trennung kann
durch Anwendung eines pH- oder eines Salzgradienten erfolgen. In diesem Fall wird ein
Salzgradient verwendet.

Das Sdulenmaterial bei dieser lonenaustauschchromatographie ist SP Sephadex C-25. Dabei
handelt es sich um ein quervernetztes Dextranderivat, welches durch stabile Etherbindungen
an den Glucosemolekiilen funktionelle Gruppen enthélt, die fiir den Ionenaustausch
verantwortlich sind. Bei diesem Derivat liegen als funktionelle Gruppen Sulphonylreste vor,
wodurch ein stark saurer Kationenaustauscher entsteht. Die Kennzahl 25 weist darauf hin, daf3
die Verbindung von Sephadex G-25 abgeleitet ist. Sephadex G-25 ist im Vergleich zu
Sephadex G-50 stirker quervernetzt und besitzt somit kleinere Poren. Der Kennbuchstabe ,,C*
charakterisiert die Substanz als Kationenaustauscher (engl. ,,cation®).

FlieBmittel bei diesem Chromatographieschritt ist ein Ammoniumacetatpuffer vom pH-Wert
5,4, der mit einem linearen Gradienten von 0,01 bis 1 Mol pro Liter unter Mithilfe einer
peristaltischen Pumpe zur Elution verwendet wird.

Weniger stark basische Peptide 16sen sich bereits bei dem 0,01-molaren Puffer von der Siule.
Zur Elution der stérker basischen Peptide sind héhere lonenstiarken vonnéten.

Material und Ausriistung

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)
Leitfahigkeitmef3zelle MikrodurchfluBBzelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)
Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)
Sdulendimension 3x33cm

Saulenmaterial SP Sephadex C-25 (Pharmacia)

FluBrate 10 ml/min

Fraktionsgrof3e 30 ml/3 min

Auftragsmedium destilliertes Wasser

Elution linearer Gradient von 0,01 m iiber 0,1 und 0,3 bis 1 m
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(2,4 Liter + 2,4 Liter)
FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5.,4)

Durchfiihrung der Chromatographie

Die entsprechende Fraktion wird mittels 0,01-molaren Puffers auf die mit dem
Kationenaustauscher gefiillte Sdule aufgebracht.

1. Spiilen mit 0,01-molarem Puffer (bis eindeutig zu erkennen,
daB} kein Peptid mehr von der Séule kommt)

2. linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 molar (2,4 Liter + 2,4 Liter)

3. 0,1 molarer Puffer (bis auszuschlieBen ist, daf} sich weiteres Peptid von der
Sdule 10st)

4. linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 molar (2,4 Liter + 2,4 Liter)

5. 0,3 molarer Puffer (bis auszuschlieBen ist, dafl sich weiteres Peptid von
der Saule 16st)

6. linearer Gradient von 0,3 auf 1 molar (2,4 Liter + 2,4 Liter)

7. 1 molarer Puffer

Um einen linearen Gradienten von dem Puffer niedrigerer auf den Puffer hdoherer
Konzentration zu erzielen, werden Gradientenmischer aus Glas verwendet. Je nach
Fillvolumen der Sédule werden unterschiedlich grofe Gradientenmischer eingesetzt. Ein
derartiger Gradientenmischer besteht aus zwei zylinderformigen Glasgefdfen, die liber einen
kurzen Gummischlauch miteinander verbunden sind. Eines der beiden zylindrischen
GlasgefiBBe besitzt eine weitere Offnung, von welcher aus ein Gummischlauch eine
Verbindung zur peristaltischen Pumpe und von hieraus zur Sdule schafft. In das besagte
GlasgefdB3 wird der Puffer mit der niedrigeren Pufferkonzentration gefiillt, wihrend der Puffer
mit der hoheren Puffersalzkonzentration in das andere Glasgefil kommt. Ein
Magnetriihrfischchen auf der Seite des geringer konzentrierten Puffers sorgt nun unter
Einwirkung des Riihrmotors fiir einen linearen Anstieg der Pufferkonzentration wahrend der
Chromatographie.

2.2.5 Groflenausschlulchromatographie zur Entsalzung an Sephadex G-50

Prinzip der Chromatographie

Das Trennungsprinzip der GroBenausschlulchromatographie (auch Gelfiltrationschro-
matographie genannt) wurde weiter oben bereits erldutert. Hier soll nun das Puffersalz
Ammoniumacetat von den Peptiden bzw. Proteinen abgetrennt, die Fraktionen also entsalzt
werden. Der Entsalzungseffekt entsteht dadurch, daf3 die kleinen Salzionen problemlos in die
Gelporen gelangen koénnen und somit lange auf der Sdule verweilen und deutlich nach den
Proteinen und Polypeptiden eluiert werden. Allerdings kann es trotzdem passieren, dal3
bisweilen die kleineren Polypeptide gleichzeitig mit dem Salz austreten. In so einem Falle
wird im Anschlu eine weitere Grofenausschlulchromatographie an einem anderen
Gelmaterial (z. B. Sephadex G-25) durchgefiihrt.
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Material und Ausriistung

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)
LeitfahigkeitsmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Saulendimension 2,5 x 100 cm oder 3 x 100 cm oder 3 x 120 cm (je nach
Fraktionsgrdf3e)

Saulenmaterial Sephadex G-50 (Pharmacia)

FluBrate je nach SdulengrofBe

Fraktionsgrof3e je nach FluBrate unterschiedlich

FlieBmittel 0,3 molare Essigsiure

Durchfiihrung der Chromatographie

Die zu entsalzende Fraktion wird auf die Séule aufgebracht. AnschlieBend wird so lange mit
0,3 molarer Essigsdure gesplilt, bis kein Salz mehr von der Sdule kommt.

2.2.6 Entsalzung mittels Grolenausschluichromatographie an Sephadex G-25

Prinzip der Chromatographie

Das Prinzip der Trennung ist identisch mit dem der GroBenausschluchromatographie an
Sephadex G-50. Im Unterschied zu dem Sephadex G-50 hat das Sephadex G-25 kleinere
Poren, in welche die Salzionen problemlos einzudringen vermdgen, wihrend die Polypeptide
aufgrund ihrer Groe hauptsiachlich von dem Elutionsmittelstrom durch die Saule transportiert
werden und somit diese deutlich frither die Sdule verlassen. Daher gelingt es mit dieser
Methode oftmals, Fraktionen, die bei der vorangegangenen Gelfiltrationschromatographie an
Sephadex G-50 nicht entsalzt werden konnten, salzfrei zu gewinnen.

Material und Ausriistung

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5 x 50 cm oder 4 x 45 cm oder 2,5 x 100 cm (je nach
Fraktionsgrof3e)

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate je nach SdulengrofBe

Fraktionsgrof3e je nach FluBrate unterschiedlich

FlieBmittel 0,3 molare Essigsiure
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Durchfiihrung der Chromatographie

Nach Aufbringen der entsprechenden Fraktionen auf die Sédule wird mittels 0,3-molarer
Essigsdure solange eluiert, bis kein Salz mehr von der Sdule kommt. Im Normalfall sollte
dann bereits die gesamte Menge an Polypeptiden bzw. Proteinen eluiert sein.

Durch die bisher beschriebenen Arbeitsschritte werden Polypeptidfraktionen gewonnen, die
mittels Biichi-Rotationsverdampfern zunichst eingeengt werden, um dann einen
Gefriertrocknungsschritt zu durchlaufen. Diese lyophilisierten Fraktionen werden im
Anschlul  biologischen  Aktivitétstests unterzogen (Toxizitdtstests an Krabben,
Blutgerinnungstests). AuBlerdem wird bei allen gewonnenen Fraktionen der Reinheitsgrad
mittels HPLC festgestellt. Anhand dieser Untersuchungen werden die Fraktionen fiir die
weiteren Aufreinigungsschritte selektiert. Entscheidend hierbei ist eine deutlich meBbare
biologische Aktivitit und ein Reinheitsgrad, der mittels der sdulenchromatographischen
Verfahren lonenaustausch- und GroflenausschluBBchromatographie einen héheren Standard zu
erreichen verspricht. Sind beispielsweise bei der analytischen HPLC-Untersuchung viele
Peaks sehr nah bei einander zu beobachten, so ist zu vermuten, da3 es sich beispielsweise um
Isotoxine oder Isoenzyme handelt, die mit Hilfe der angewendeten Verfahren kaum
voneinander zu trennen sein diirften. Hier konnte bestenfalls eine Trennung mittels
préaparativer HPLC versucht werden.

Um die Auswahlkriterien der Fraktionen nachvollziehen zu kénnen, miissen an dieser Stelle
Vorgriffe auf die Ergebnisse der HPLC- und Aktivititsuntersuchungen vorgenommen
werden. Die Details dieser Untersuchungen sind den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen.

Auf der folgenden Seite ist in Abbildung 2 ein Ubersichtsschema der bisherigen
Isolierungsvorginge zu sehen.
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2,6 kg Anemonia sulcata
(tiefgefroren)

Homaogenisieren mit 2 6 | ETOH+26 mi
Eisessig, erwarmen auf 70°C;
zentrifugieren

_—»-";f—'-(—ﬂ_
Einengen im wakuum Homogenisieren it
auf 200 ml; 21480 %igem EtOH,
+ 5 | Aceton; 12 h bei entrifugieren
=20 °C;
abdekartieren

Uberstand Riickstand
Acetonfallung

Aufnehemen mit 2 | Agua
dest.; atfiltrieren mit
Seitefilter K 1000

Rohtoxinlésung

Chromatographie an Serdolit AD-2

(Saule: 4 4% 40 cm; Elutionsmittel: Wasser-Essigsduregemisch)

|

Gelfiltration an Sephadex G-50

(Saule: 7 % 110 cr; Elutionsmittel: 0,3 m Essigsaure)

|

lonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25
(Saule: 3% 33 cm; Elutionsmittel: linearer Ammoniumacetatpuffergradient)

|

Gelfiltration an Sephadex G-50
(Saule: 2 5% 100 cm /2 100 cm / 3 % 120 cm; Elutionsmittel: 0,3 m Essigsaure)

|

Entsalzung an Sephadex G-25

(Saulen untersch. Groke: Elutionsmittel:0,3 m Essigsaure)

|

Weitere Aufreinigung mittels ionenaustausch- und
Gelfiltrationschromatographie

Abb. 3 Uhersichtsschema her den hisherigen lsalierunasverlauf
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2.2.7 Weitere Aufreinigung der gerinnungsaktiven Folgefraktionen von XAD;-Fr. 4 /
Seph. G-50 Fr. 3+3b

2.2.7.1 Allgemeines

Mit den Fraktionen, die in der Gerinnung interessante Ergebnisse liefern und noch keinen so
hohen Reinheitsgrad besitzen, werden weitere Trennungsschrittte durchgefiihrt. Dabei soll
der erste Schritt jeweils in einer lonenaustauschchromatographie bestehen.

Vor der Durchfithrung dieser lonenaustauschchromatographie zur weiteren Aufreinigung der
interessanten Fraktionen wurde eine Vergleichschromatographie einer Polypeptidfraktion aus
Anemonia sulcata an drei verschiedenen, starken Kationenaustauschern (SP Sephadex C-25,
Fractogel® EMD SO; und Bio Rad Macro-Prep® High S Support) durchgefiihrt, um
ersehen zu konnen, welches Material die besten Trennergebnisse liefert. Als Ergebnis ist zu
erwihnen, dal nach Auswertung der Chromatogramme keine gravierenden Unterschiede
zwischen den drei Austauschermaterialien festzustellen waren. Aus diesem Grunde werden in
den folgenden Chromatographien alle drei Materialien nebeneinander verwendet unter
Bertiicksichtigung der Vor- und Nachteile in ihrer Handhabung.

Vor der weiteren praktischen Durchfithrung seien zunéchst einmal kurz die Eigenschaften der
Austauscher vorgestellt:

Charakterisierung der verwendeten Austauschermaterialien

Bei allen drei Harzen handelt es sich um starke Kationenaustauscher. Die Eigenschaft ,,stark*
beschreibt dabei keineswegs die Stirke der Bindung der entsprechenden Substanzen an die
Austauschergruppen. Vielmehr charakterisiert sie die Eigenschaft der Harze, iiber einen
weiten pH-Bereich in ionisierter Form vorzuliegen. Dies bietet gegeniiber den schwachen
Kationenaustauschern den Vorteil, da man den pH-Wert des Elutionsmittels auf die
Bediirfnisse der Probe abstimmen kann, ohne dabei die Funktionsfdhigkeit des Harzes
malgeblich zu verdndern.

SP Sephadex C-25: Die chemische Beschaffenheit des Harzes wurde bereits weiter oben
ndher erldutert. Vorteile, die dieses Harz bietet, sind eine sehr geringe unspezifische
Adsorption der Molekiile wie Nukleinsduren, Proteine und anderer labiler biologischer
Substanzklassen an das Sdulenmaterial, schonende Chromatographiebedingungen, so dal3 es
zu keiner Denaturierung aufgetragener Proteine durch das Gel kommt, und eine hohe
Probenkapazitit.

Nachteilig auswirken kann sich allerdings das Quellungsverhalten des Gels, welches von der
Ionenstérke des Elutionsmittels abhéngig ist. So ist der Quellungsgrad des SP Sephadex C-25
bei geringer lonenstirke maximal, wdhrend das Gelbett bei der Anwendung eines
Salzgradienten die Eigenschaft des Schrumpfens aufweist. Dies fiihrt zu einer Erh6hung des
Sdulendrucks, wodurch die Flufrate negativ beeinflult wird. Hinzu kommt, daf3 sich das Gel
nicht in der Sdule regenerieren 1dBt, was wiederum ein héufiges Neubefiillen der Saule
erfordert.
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Fractogel® EMD SO;: Bei diesem Material handelt es sich um ein Harz auf
Methacrylatbasis. Das Besondere an diesem sogenannten ,, Tentakelaustauscher” sind die
langen linearen Polymerketten, welche an die Hydroxylgruppen des Harzes gebunden sind.
Sie tragen Sulphonylreste als funktionelle Gruppen und ragen wie Tentakel gerade aus dem
Gel heraus. Diese Anordnung bietet giinstige sterische Verhiltnisse auch fiir grof3e, unformige
Molekiile und ermdglicht diesen eine problemlose Bindung an das Austauschermaterial.
Weiterhin weist das Gel eine gute Druckstabilitét auf und ermdglicht das Arbeiten mit hohen
FluBraten. Ein deutlicher Vorteil gegeniiber dem SP Sephadex C-25 ist die Tatsache, dal3
Fractogel® EMD SO’ bei Anwendung eines Salzgradienten nicht zum Schrumpfen neigt und
direkt in der Sdule regenerierbar ist.

Bio Rad Macro-Prep® High S Support: Hier liegt ein hydrophiles Harz auf
Methacrylatbasis vor, welches als funktionelle Gruppen Methylsulfonatreste enthélt. Es weist
eine hohe Probenkapazitit bei guter Auflosung und hoher Flufirate auf. Zudem ist es
chemisch und physikalisch stabil. Auch hier ist der Vorteil des Nichtschrumpfens bei
Anwendung eines Salzgradienten und die Regenerierbarkeit in der Sdule im Gegenteil zu SP
Sephadex C-25 zu erwihnen.

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die zu reinigenden Fraktionen mit Wirkung auf die
Blutgerinnung aufgefiihrt (Details siehe Kapitel 3.3, ab S. 133):

Tabelle 1: Fraktionen, die eine interessante Wirkung in den Blutgerinnungsuntersuchungen aufweisen und weiter aufgereinigt
werden sollen

proben-Nummer " Geninnung der Frakton
oI

Bei den Fraktionen, die in die Blutgerinnung eingreifen, handelt es sich mit groBer
Wahrscheinlichkeit um Fraktionen, die Proteinaseinhibitoren enthalten. So wurde eine
gewisse Gerinnungsaktivitét der Proteinaseinhibitoren aus der Anemonia sulcata bereits 1978
beschrieben (H. D. Bruhn, L. Béress). Von diesen Proteinaseinhibitoren weill man, dal3 sie bei
der Elution mit Ammoniumacetatpuffer frithestens bei einer Pufferkonzentration von 1 Mol
pro Liter eluiert werden. So wird hier die Elution gleich mit 0,1 molarem Puffer begonnen.
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Dann folgt ein Gradient von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer, um mit einem Gradienten von 0,3 auf
1 molaren Puffer die Trennung abzuschlieen.

2.2.7.2 ASIGP 2

a) Ionenaustauschchromatographie von ASI GP 2 an Bio Rad Macro-Prep® High §
Support

Material und Gerite

Probe ca. 50 mg Milligramm ASI GP 2, gel6st in 0,1 m Puffer

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 0,5x9cm

Sdulenmaterial Bio Rad Macro-Prep® High S Support (Bio Rad Laboratories,
Hercules, CA)

FluBrate 2,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 15 ml/6 min

Auftragsmedium 0,1 m Puffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,1 m iiber 0,3 m auf 1 m (50 ml + 50 ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Die in 0,1 molarem Puffer (pH 5,1) geloste Probe wird auf die mit Bio Rad-Gel gefiillte Saule
aufgetragen.

1) Nachspiilen mit 0,1 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (50 ml + 50 ml)
3) Spiilen mit 0,3 m Puffer (ca. 50 ml)

4) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (50 ml + 50 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer

b) Entsalzung der Folgefraktionen von ASI GP 2 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)
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LeitfahigkeitmeBzelle MikrodurchfluBBzelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5 x 30 cm (Fraktionen 2, 2b ) und 4 x 40 cm (Fraktion 1)
Sdulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 3 ml/min und 5,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 12 ml/4min und 22 ml/4 min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

2.2.7.3 ASIGP 3

a) Ionenaustauschchromatographie von ASI GP 3 an Bio Rad Macro-Prep® High §
Support

Material und Gerite

Probe ca. 50 mg Milligramm ASI GP 3, gel6st in 0,1 m Puffer

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 0,5x9 cm

Sdulenmaterial Bio Rad Macro-Prep® High S Support (Bio Rad Laboratories,
Hercules, CA)

FluBrate 2,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 15 ml/6 min

Auftragsmedium 0,1 m Puffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,1 m iiber 0,3 m auf 1 m (50 ml + 50 ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Die in 0,1 molarem Puffer (pH 5,1) geloste Probe wird auf die mit Bio Rad-Gel gefiillte Saule
aufgetragen.

1) Nachspiilen mit 0,1 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (50 ml + 50 ml)

3) Spiilen mit 0,3 m Puffer (ca. 50 ml)

4) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (50 ml + 50 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer
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b) Entsalzung der Folgefraktionen von ASI GP 3 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5 x 30 cm (Fraktionen 1b ) und 4 x 40 cm (Fraktion la und 1)

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 3 ml/min und 5,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 12 ml/4min und 22 ml/4 min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsiure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

2.2.7.4 ASIGP 9
a) Ionenaustauschchromatographie von ASI GP 9 an SP Sephadex C-25

Material und Geriate

Probe ca. 250 mg Milligramm ASI GP 9, geldst in 0,1 m Puffer

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 2x 16 cm

Saulenmaterial SP Sephadex C-25 (Pharmacia, Schweden)

FluBrate 2 ml/min

Fraktionsgrof3e 16 ml/8 min

Auftragsmedium 0,1 m Puffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,1 m iiber 0,3 m auf 1 m (300 ml + 300
ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfithrung

Die in 0,1 molarem Puffer (pH 5,1) geloste Probe wird auf die mit Bio Rad-Gel gefiillte Séaule
aufgetragen.
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1) Nachspiilen mit 0,1 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (300 ml + 300 ml)
3) Spiilen mit 0,3 m Puffer (ca. 300 ml)

4) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (300 ml + 300 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer

b) Entsalzung der Folgefraktionen von ASI GP 9 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 4 x40 cm

Sdulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FlufBrate 4 ml/min

Fraktionsgrofe 16 ml/4 min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsaure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Saule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

2.277.5 ASIGP 10
a) Ionenaustauschchromatographie von ASI GP 10 an SP Sephadex C-25

Material und Gerite

Probe ca. 120 mg Milligramm ASI GP 10, gelost in 0,1 m Puffer
Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)
Sdulendimension I x35cm

Saulenmaterial SP Sephadex C-25 (Pharmacia, Schweden)

FlufBrate 2 ml/min

Fraktionsgrofe 16 ml/8 min
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Auftragsmedium 0,1 m Puffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,1 m iiber 0,3 m auf I m (175 ml + 175
ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Die in 0,1 molarem Puffer (pH 5,1) geloste Probe wird auf die mit Bio Rad-Gel gefiillte Saule
aufgetragen.

1) Nachspiilen mit 0,1 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (175 ml + 175 ml)
3) Spiilen mit 0,3 m Puffer (ca. 175 ml)

4) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (175 ml + 175 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer

b) Entsalzung der Folgefraktionen von ASI GP 10 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle MikrodurchfluBizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 4 x40 cm

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 3,5 ml/min

Fraktionsgrofe 14 ml/4 min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.
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2.2.7.6 ASIGP 11

a) lonenaustauschchromatographie von ASI GP 11 an Bio Rad Macro-Prep® High S
Support

Material und Gerite

Probe ca. 50 mg Milligramm ASI GP 11, geldst in 0,1 m Puffer

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 0,5x9cm

Sadulenmaterial Bio Rad Macro-Prep® High S Support (Bio Rad Laboratories,
Hercules, CA)

FluBrate 2,5 ml/min

Fraktionsgrofe 15 ml/6 min

Auftragsmedium 0,1 m Puffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,1 m tiber 0,3 m auf 1 m (50 ml + 50 ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Die in 0,1 molarem Puffer (pH 5,1) geldste Probe wird auf die mit Bio Rad-Gel gefiillte Saule
aufgetragen.

1) Nachspiilen mit 0,1 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (50 ml + 50 ml)
3) Spiilen mit 0,3 m Puffer (ca. 50 ml)

4) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (50 ml + 50 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer (ca. 50 ml)

b) Entsalzung der Folgefraktionen von ASI GP 11 auf Sephadex G-25

Material und Gerite

Probe die gewonnene Fraktion der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5x30 cm
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Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)
FluBrate 3 ml/min

Fraktionsgrofie 12 ml/4min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure
Durchfiihrung

Die Fraktion wird auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Séule aufgetragen und mittels 0,3
molarer Essigsdure eluiert.
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2.2.8 Weitere Aufreinigung der Fraktionen mit Toxinwirkung: Folgefraktionen XAD;-
Fr.5/Seph. G-50 Fr. 4a

In der folgenden Tabelle 2 sind die entsprechenden Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5
/ Seph. G-50 Fr. 4a der Ubersichtlichkeit halber aufgelistet:

Tabelle 2: Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a mit Toxinwirkung, die einer weiteren Aufreinigung
unterzogen werden sollen

bisherige Isolierungsschritte zur
Proben-Nummer Gewinnung der Fraktion

XAD»-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4a/SP Seph. C-
01 AS 948 25 Fr. 6/Seph. G-50 Fr.2

XADs-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4a/SP Seph. C-
02 AS 193 25 Fr. 12/Seph. G-50 Fr.2

2.2.8.1 01 AS 948
a) lonenaustauschchromatographie von 01 AS 948 an Fractogel® EMD SOs

Material und Gerite

Probe 50 Milligramm 01 AS 948, gelost in Aqua dest.

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Saulendimension 0,7x 18 cm

Sadulenmaterial Fractogel® EMD SO’ (Merck, Darmstadt)

FluBrate 1 ml/min

Fraktionsgrof3e 8 ml/8 min

Auftragsmedium Aqua dest.

Elution linearer Gradient von 0,01 iiber 0,1 m (50 ml + 50 ml),
dann direkt auf I m

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfithrung

1) Auftragen und Nachspiilen mit Aqua dest.
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2) Spiilen mit 0,01 m Puffer (bis sicher ist, dal kein Peak mehr
kommt)

3) linearer Gradient von 0,01 m auf 0,1 m (50 ml + 50 ml)

4) Spiilen mit 50 Millilitern 0,1 m Puffer (bis sicher ist, daB3 kein Peak
mehr kommt)

5) Spiilen mit 1 m Puffer

b) Entsalzung der Folgefraktionen von 01 AS 948 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5x30cm

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 4 ml/min

Fraktionsgrof3e 16 ml/4min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

2.2.8.202 AS 193
a) Ionenaustauschchromatographie von 02 AS 193 an Fractogel® EMD SO5;

Material und Gerite

Probe 79 mg Milligramm 02 AS 193, geldst in 0,01 m Puffer; Zusatz
von einigen Tropfen Essigsdure

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)
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Sédulendimension 0,7x 18 cm

Sdulenmaterial Fractogel® EMD SO® (Merck, Darmstadt)

FluBrate 2 ml/min

Fraktionsgrof3e 16 ml/8 min

Auftragsmedium 0,01 molarer Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Elution linearer Gradient von 0,01 iiber 0,1 m und 0,3 m (100 ml + 100
ml), dann direkt auf 1 m

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Zunichst wird die Substanz in 0,01 molarem Puffer gelost. Die entstandene Losung weist
allerdings eine Trilbbung auf. Aus diesem Grunde werden einige Tropfen Eisessig
hinzugegeben, wodurch die Triibung jedoch nicht behoben werden kann. Aus diesem Grunde
wird die Probe filtriert, der Riickstand aufbewahrt und die nun klare Losung auf die mit
Fractogel gefiillte Sdule aufgetragen.

1) Auftragen und Nachspiilen mit 0,01 m Puffer

2) linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 m (100 ml + 100 ml)

3) Spiilen mit ca. 30 Millilitern 0,1 m Puffer (bis sicher ist, da3 kein
Peak mehr kommt)

4) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (100 ml + 100 ml)
5) Spiilen mit 1 m Puffer (ohne Gradienten)

b) Entsalzung der Folgefraktionen von 02 AS 193 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenldnge A =280 nm

LeitfahigkeitsmeBgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle MikrodurchfluBBzelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sédulendimension 2,5x30 cm

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 4 ml/min

Fraktionsgrof3e 16 ml/4min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure

Durchfiihrung

Die Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen
und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.
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2.2.9 Weitere Aufreinigung der Fraktionen mit Toxinwirkung: Folgefraktionen XAD,-
Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b

In der folgenden Tabelle 3 sind die entsprechenden Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. §
/ Seph. G-50 Fr. 4b der Ubersichtlichkeit halber aufgelistet:

Tabelle 3: Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b mit Toxinwirkung, die einer weiteren Aufreinigung
unterzogen werden sollen

bisherige Isolierungsschritte zur
Proben-Nummer Gewinnung der Fraktion

XAD;-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-
01 AS 597 25 Fr. 6/Seph. G-50 Fr.2

XAD;-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-
01 AS 602 25 Fr. 10/Seph. G-50 Fr.1

XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-
01 AS 604 25 Fr. 10/Seph. G-50 Fr.5

XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-
01 AS 605 25 Fr. 11/Seph. G-50 Fr.1

2.2.9.1 01 AS 604

Eine Ausnahme bildet die Fraktion 01 AS 604, welche laut der HPLC-Ergebnisse bereits
einen hohen Reinheitsgrad besitzt, so da3 eine weitere lonenaustauschchromatographie nicht
sinnvoll erscheint. Allerdings ist diese Fraktion noch salzhaltig, weswegen sie lediglich einer
Entsalzung auf Sephadex G-25 unterzogen wird:

Material und Ausriistung

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)
Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)
Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)
Sdulendimension 3x35cm

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 4 ml/min

Fraktionsgrof3e je nach FluBrate unterschiedlich

FlieBmittel 0,3 molare Essigsiure
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Durchfiihrung

Die Fraktion 01 AS 604 wird auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen und
mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

Mit den {iibrigen Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b werden
zunidchst Ionenaustauschchromatographien durchgefiihrt. Dabei kommt lediglich
Fractogel® EMD SOj als Austauscherharz zum Einsatz.

2.2.9.2 01 AS 597
a) Ionenaustauschchromatographie von01 AS 597 an Fractogel® EMD SOs;

Material und Gerite

Probe 10 mg Milligramm 01 AS 597, gelost in Aqua dest.

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 0,5x9cm

Sdulenmaterial Fractogel® EMD SO® (Merck, Darmstadt)

FluBrate 0,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 5 ml/10 min

Auftragsmedium Aqua dest.

Elution linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 m (100 ml + 100 ml), dann
direkt auf 1 m

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

1) Auftragen und Nachspiilen mit Aqua dest.

2) Spiilen mit 0,01 m Puffer

3) linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 m (30 ml + 30 ml)
4) Spiilen mit 0,1 m Puffer (ca. 30 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer (ohne Gradienten)

b) Entsalzung der Folgefraktionen von 01 AS 597 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie
Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)



Wellenlidnge
Leitfahigkeitsmefgerat
LeitfdhigkeitmeBzelle
Schreiber
Fraktionssammler
Sdulendimension
Sdulenmaterial
FluB3rate
Fraktionsgrof3e
FlieBmittel

Durchfithrung
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A =280 nm

LF 521 (WTW, Deutschland)

Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)
LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

2,5x30cm

Sephadex G-25 (Pharmacia)

4 ml/min

16 ml/4min

0,3 molare Essigsaure

Die bei der vorangegangenen Ionenaustauschchromatographie gewonnenen Fraktionen
werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte Sdule aufgetragen und mittels 0,3

molarer Essigsdure eluiert.

2.2.9.3 01 AS 602

a) Ionenaustauschchromatographie von 01 AS 602 an Fractogel® EMD SOs;

Material und Gerite
Probe

Detektor
Wellenlénge
Leitfahigkeitsmefgerét
LeitfahigkeitmeBzelle
Schreiber
Fraktionssammler
Peristaltische Pumpe
Saulendimension
Saulenmaterial
FluBrate
Fraktionsgrof3e
Auftragsmedium
Elution

FlieBmittel

Durchfiihrung

ca. 50 mg Milligramm 01 AS 602, gelost in 0,01 m Puffer;
Zusatz von einigen Tropfen Essigséure

LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

A =280 nm

LF 521 (WTW, Deutschland)

Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)
LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

0,7x 18 cm

Fractogel® EMD SO® (Merck, Darmstadt)

2,5 ml/min

20 ml/8 min

0,01 m Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

linearer Gradient von 0,01 m iiber 0,1 m auf 0,3 m (100 ml +
100 ml), dann direkt auf 1 m

Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Die in 0,01 molarem Puffer (pH 5,1) geldste Probe wird auf die mit Fractogel gefiillte Siule

aufgetragen.

1) Nachspiilen mit 0,01 m Puffer
2) linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 m (100 ml + 100 ml)
3) Spiilen mit 0,1 m Puffer (ca. 100 ml)
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4) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (60 ml + 60 ml)

5) Spiilen mit 1 m Puffer (ca. 60 ml)

b) Entsalzung der Folgefraktionen von 01 AS 602 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie (Fraktionen 1, 2, 2b, 3 und 4)

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfdhigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Sdulendimension 2,5 x 30 cm (Fraktionen 1, 2, 2b und 3) und 4 x 40 cm (Fraktion
4)

Sdulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FlufBrate 4 ml/min und 5,5 ml/min

Fraktionsgrofe 16 ml/4min und 22 ml/4 min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsaure

Durchfithrung

Die zuvor gewonnenen Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte
Sdule aufgetragen und mittels 0,3 molarer Essigsédure eluiert.

2.2.9.4 01 AS 605
a) Ionenaustauschchromatographie von01 AS 605 an Fractogel® EMD SOs

Material und Gerite

Probe 10 mg Milligramm 01 AS 605, gelost in Aqua dest.; Zusatz von
einem Tropfen Essigsdure

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerat LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Peristaltische Pumpe LKB 2115 Multiperplex (Pharmacia, Schweden)

Sdulendimension 0,5x9cm

Saulenmaterial Fractogel® EMD SO’ (Merck, Darmstadt)

FluBrate 1,5 ml/min

Fraktionsgrof3e 12 ml/8 min

Auftragsmedium Aqua dest.
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Elution linearer Gradient von 0,01 m iiber 0,1 m und 0,3 m (30 ml + 30
ml) auf I m (15 ml + 15 ml)

FlieBmittel Ammoniumacetatpuffer (pH 5,1)

Durchfiihrung

Die in Aqua destillata geloste Probe wird auf die mit Fractogel gefiillte Sdule aufgetragen.

1) Nachspiilen mit etwas Aqua dest

2) Spiilen mit 0,01 m Puffer (pH 5,1)

3) linearer Gradient von 0,01 auf 0,1 m (30 ml + 30 ml)
4) Spiilen mit 0,1 m Puffer (ca. 30 ml)

5) linearer Gradient von 0,1 auf 0,3 m (30 ml + 30 ml)

6) Spiilen mit 0,3 molarem Puffer (ca. 60 ml)

7) linearer Gradient von 0,3 auf 1 m (15 ml + 15 ml)

b) Entsalzung der Folgefraktionen von 01 AS 605 auf Sephadex G-25

Material und Ausriistung

Probe die gewonnenen Fraktionen der vorangegangenen
Ionenaustauschchromatographie (Fraktionen 1 und 2)

Detektor LKB 2138 Uvicord S (Pharmacia, Schweden)

Wellenlénge A =280 nm

Leitfahigkeitsmefgerét LF 521 (WTW, Deutschland)

LeitfahigkeitmeBzelle Mikrodurchflufizelle LMD/S (WTW, Deutschland)

Schreiber LKB 2065 Fallbiigelschreiber (Pharmacia, Schweden)

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 (Pharmacia LKB)

Saulendimension 2,5x30 cm

Saulenmaterial Sephadex G-25 (Pharmacia)

FluBrate 4 ml/min

Fraktionsgrofe 16 ml/4min

FlieBmittel 0,3 molare Essigsdure

b) Durchfithrung

Die zuvor gewonnenen Fraktionen werden nacheinander auf die mit Sephadex G-25 gefiillte
Saule aufgetragen und mittels 0,3 molarer Essigsdure eluiert.

2.2.10 Ausblick

Mit Hilfe des angewendeten Isolationsverfahrens wurden etliche Fraktionen gewonnen,
welche im Folgenden auf ihre biologische Aktivitit untersucht werden sollen. Diese
Untersuchungen werden zeigen, wie gut es mittels des Verfahrens gelungen ist, die
unterschiedlichen Substanzen voneinander zu trennen. Die Hoffnung basiert darauf, daf3 es
gelungen ist, die beiden unterschiedlichen Aktivititen (Toxizitit auf Krabben,
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Blutgerinnungsaktivitit) so voneinander abgetrennt zu haben, daf sie in unterschiedlichen
Fraktionen zu finden sein werden.
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2.3 Analytische HPLC zur Abschitzung des Reinheitsgrades

2.3.1 Prinzip

Der Name HPLC steht fiir Hochleistungsfliissigchromatographie (high performance liquid
chromatography). Dabei handelt es sich um eine Sonderform der Sidulenchromatographie. Es
wird ndmlich ein FlieBmittel (mobile Phase) unter erhdhtem Druck iiber eine gefiillte Saule
(stationdre Phase) geschickt. Die Trennleistung bei einer Sédulenchromatographie wird
malgeblich durch die Partikelgroe der stationdren Phase bestimmt: Je kleiner die Partikel
sind, desto besser ist die Trennleistung. Allerdings kommt es bei sehr kleinen Partikeln zu
einem starken Druckabfall in der Saule. Dies bedeutet bei Chromatographien unter
Atmosphirendruck unzumutbar niedrige FluBraten. Dieses Problems entledigt man sich bei
der HPLC durch Anlegen eines erhohten Drucks. So sind auseichend hohe FluBraten bei sehr
guten Trennleistungen gewihrleistet.

2.3.2 Material

Eppendorfmixer 5432

Eppendorf Centrifuge 5414S

Aqua bidest (ipse)

Trifluoressigsdure (TFA), Merck, Darmstadt

Acetonitril (HPLC-Grad), Merck, Darmstadt

Waters HPLC-Anlage:

Waters data model 730

2 Waterspumpen (600-A, 501) GBC LC 1610

Waters automated gradient controller model 640

Autosampler (GBC, Modell LC 1610) und EZ Chrome Software
Waters Lambda Max LC Spectrophotometer (A = 280 nm) und einstellbarem Watersdetektor
484 (A =220 nm)

Sdule: Machery & Nagel MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18

2.3.3 Aufbau einer HPLC-Anlage
Eine HPLC-Anlage besteht aus folgenden Bestandteilen:

Pumpen
Gradientenmischer
Probeneinlalsystem
Trennsdulen

Saulenfiillung: Das Sdulenmaterial besteht in dieser Chromatographie aus einer
sogenannten Reversed-Phase-Séule. Dabei handelt es sich um Kieselgel, dessen
eigentlich polare Silanolgruppen durch Alkylierung hydrophobiert wurden. In diesem
Fall wurden durch Alkylierung Octadecylgruppen (C-18) eingefiihrt, wodurch das
Sdulenmaterial unpolare Eigenschaften erhilt. Bindungen an die Séule erfolgen
demnach durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den zu trennenden
Substanzen und der stationdren Phase. Die Trennungen beruhen vor allem auf den
unterschiedlichen  unpolaren  Eigenschaften der  Polypeptide aus den
Seeanemonenfraktionen. Je mehr unpolare, hydrophobe Anteile ein Polypeptid besitzt,
desto stirker sind die Wechselwirkungen mit der Sdule. Um die stirker gebundenen
Verbindungen wieder von der Sdule losen zu konnen, mull ein FlieBmittel mit
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starkeren Elutionseigenschaften verwendet werden. Bei der Reversed-Phase-
Chromatographie kehrt sich die Elutionskraft der elutropen Reihe um, was bedeutet,
dal das polare Wasser weniger Elutionskraft aufweist als das unpolarere Acetonitril.
Zu Beginn der Chromatographie wird nur ein Acetonitrilanteil von 10 Prozent
verwendet. Dadurch 16sen sich nur weniger stark gebundene Polypeptide von der
Sdule. Im Laufe der Chromatographie erhoht sich der Anteil an Acetonitril nach und
nach, wodurch immer stirker gebundene Polypeptide von der Sdule gespiilt werden.
Auflerdem sind die Sdulenmaterialpartikel pords, wodurch zusitzlich ein
Molekularsiebeffekt entsteht, der zu der Trennung beitragt.

e FlieBmittel A: Acetonitril

e FlieBmittel B: Aqua bidest mit Tetrafluoressigsdure (10 mmolar)

e Detektor: 220 nm und 280 nm

2.3.4 Durchfiihrung

Von den lyophilisierten Fraktionen werden jeweils zwischen 100 und 400 Mikrogramm in
Eppendorfgefdfie eingewogen. Anschlieend wird mit Aqua bidest dergestalt aufgefiillt, dal3
sich eine Konzentration von 1 Milligramm Seeanemonenfraktion pro Milliliter ergibt. Diese
Ansitze werden anschlieBend in dem Eppendorfmixer 5432 fiinf Minuten lang auf Stufe 1
gemischt, um dann in der Eppendorf Centrifuge 5414S etwa zwei Minuten bei 12 000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert zu werden. Von der entstehenden Losung werden
dann jeweils mindestens 30 Mikroliter luftblasenfrei in die Probenbehilter des HPLC-
Autosamplers pipettiert. Daraufhin wird der Probenhalter in den Autosampler gebracht, und
die Messungen konnen gestartet werden.

Die Probe wird von dem Gerét automatisch auf die Sdule aufgetragen. Dann wird mit einem
Losungsmittelgemisch von zehn Prozent Acetonitril und 90 Prozent Aqua bidest mit TFA
gesplilt. In der nichsten halben Stunde erhoht sich der Anteil von Acetonitril gleichméBig auf
50 Prozent. Zu diesem Zeitpunkt hat sich bereits der grofite Teil des biologisch aktiven
Materials von der Sdule geldst. Danach wird innerhalb von fiinf Minuten ein Anteil von 100
Prozent Acetonitril erreicht und drei Minuten lang mit reinem Acetonitril gespiilt. Nun
miifiten sich die gebundenen Substanzen quantitativ von der Sdule geldst haben. Aus diesem
Grund wird der Gradient innerhalb von zwei Minuten wieder auf die Ausgangskonzentration
von zehn Prozent Acetonitril heruntergefahren und zur Equilibrierung der Séule 15 Minuten
lang mit dieser Zusammensetzung gespiilt. Im Anschluf3 an diesen Spiilvorgang ist die Séaule
bereit zur Vermessung der nichsten Probe.

Im AnschluB folgt eine Ubersicht iiber das Elutionsprogramm der HPLC-Analyse:

1) Auftragen der Probe

2) Spiilen mit 10 % Acetonitril (FlieBmittel A) und 90 % Aqua bidest
mit TFA (FlieBmittel B)

3) Linearer Gradient von 10 % auf 50 % Acetonitril innerhalb von 30
Minuten

4) Linearer Gradient von 50 auf 100 % Acetonitril innerhalb von 5
Minuten

5) Spiilen mit 100 % Acetonitril fiir 3 Minuten

6) Linearer Gradient von 100 auf 10 % Acetonitril
(Anfangskonzentration) innerhalb von 2 Minuten
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7) Spiilen mit 10 % Acetonitril (FlieBmittel A) und 90 % Aqua bidest
mit TFA (FlieBmittel B) fiir 15 Minuten; die Séule ist so equilibriert
fiir weitere HPLC-Laufe
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2.4 Gerinnungsuntersuchungen

2.4.1 Theoretische Grundlagen der Blutstillung

Die auf obige Weise gewonnenen Fraktionen sollen nun beziiglich ihrer Wirksamkeit auf die
Gerinnung untersucht werden. Dies geschieht mittels verschiedener Gerinnungstests. Um die
Prinzipien, nach denen diese Tests funktionieren, nachvollzichen zu konnen, erscheint es
zunichst angebracht, sich die physiologischen Abldufe der Gerinnung vor Augen zu fiihren.

Der erste Abschnitt der Gerinnung, die sogenannte primidre Himostase, setzt bei
GefidBverletzungen ein, bei denen es zur Freilegung von Subendothel und damit von Kollagen
kommt. An dieses Kollagen lagern sich zundchst Thrombocyten an (Pldttchen-Adhdsion),
wobei der Von-Willebrand-Faktor als Briickenprotein dient. Die Plattchen verkleben
darauthin untereinander (Pldittchen-Aggregation) und bilden einen Pléattchenpfropf als
primdren Wundverschlu3. Die nun aktivierten Pléttchen stiilpen ihre Membraninnenseite, die
gerinnungsaktive Phospholipide und verschiedene Rezeptoren enthilt, in einem sogenannten
Flip-Flop-Mechanismus nach auBlen. Auf diese Weise wird beispielsweise der
Glykoproteinrezeptor IIb/Illa fiir den Von-Willebrand-Faktor und Fibrinogen zugénglich. An
den Phospholipiden der Plittchenmembran kommt es zur Anreicherung von
Gerinnungsfaktoren, an die sich die plasmatische Gerinnung anschlie3t, deren Endpunkt die
Bildung eines festen Fibringerinnsels darstellt. (Details s. Gawaz, 2001)

Bei dieser plasmatischen Gerinnung (oder auch sekundire Himostase genannt) spielen
eine Reihe von Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen, die sogenannten
Gerinnungsfaktoren, eine entscheidende Rolle. Sie werden mit romischen Ziffern benannt und
lassen sich nach ihren Funktionen in 4 Gruppen einteilen: Die meisten von ihnen sind
Proenzyme, die mit einer potentiellen Proteinaseaktivitdt ausgestattet sind, welche im
normalen Zustand nicht zu Tage tritt. Vielmehr miissen sie zundchst durch einen
iibergeordneten aktivierten Gerinnungsfaktor, welcher bereits Proteinaseaktivitdt besitzt,
aktiviert werden. Bei Proteinasen (auch Proteasen genannt) handelt es sich um Enzyme, die
durch ihre Fahigkeit, Peptidbindungen von Proteinen aufzuspalten, charakterisiert sind. Die
Proteinaseaktivitit des libergeordneten aktivierten Faktors wird nun dazu eingesetzt, um von
dem inaktiven untergeordneten Faktor ein bestimmtes Stiick aus dem Aminosdurestrang
abzuspalten, wodurch das aktive Zentrum des Proenzyms freigelegt wird und der
untergeordnete Faktor seine enzymatische Aktivitdt entfalten kann. Damit ist dieser
Gerinnungsfaktor aktiviert und kann jetzt seinerseits einen untergeordneten inaktiven
Gerinnungsfaktor in seine aktive Form tiiberfiihren. Somit lauft der Gerinnungsvorgang
kaskadenartig von Faktor liber Faktor bis hin zur Fibringerinnselbildung ab, wie dies im
endogenen Gerinnungssystem exemplarisch geschieht. Die aktivierten Faktoren werden durch
ein ,,a* nach ihrer romischen Kennzahl dargestellt. Desweiteren haben einige der Faktoren die
Aufgabe von Cofaktoren zu tibernehmen. Sie greifen meist in Form von Akzeleratoren in das
Gerinnungsgeschehen ein und beschleunigen auf diese Weise den Ablauf der
Gerinnungsvorginge bis um das Tausendfache, womit sie eine ausreichend schnelle Reaktion
auf Blutungsvorginge garantieren. Bei der dritten Gruppe handelt es sich um Katalysatoren.
Neben dem Lipoprotein Gewebefaktor (tissue factor, TF) gehoren zu dieser Gruppe auch
Calciumionen und Phospholipide. Die vierte Gruppe stellt das Substrat Fibrinogen dar,
welches unter Thrombineinwirkung letztendlich das feste Blutgerinnsel ausbildet.
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Nachdem nun die wichtigsten Bestandteile des plasmatischen Gerinnungssystems dargestellt
wurden, konnen wir uns dessen Ablauf widmen. Es kann in zwei verschiedene Aste aufgeteilt
werden: das exogene und das endogene Gerinnungssystem.

Das exogene (oder extrinsische) System hat einen kiirzeren Reaktionsweg und lauft daher
ziigiger ab. Es wird durch das Gewebethromboplastin, das aus verletzten Zellen freigesetzt
wird, in Gang gebracht. Bei dem Gewebethromboplastin handelt es sich um ein
Phospholipoprotein, welches aus dem Gewebefaktor (TF) und Phospholipiden besteht. An
den Proteinanteil dieses Phospholipoproteins wird mit Hilfe von Calciumionen ein Protein mit
verborgener Proteinase-Aktivitdt gebunden, der sogenannte Gerinnungsfaktor VII. Die
aufgefiihrten Komponenten bilden zusammen den sogenannten Faktor-VIla-TF-Komplex. Die
ortliche Konzentrierung durch Bildung des Komplexes ermoglicht eine Vervielfachung der
Enzymaktivitit und somit eine starke Beschleunigung des Gerinnungsvorganges. Durch die
Bindung an den Gewebefaktor wird Faktor VII autokatalytisch in seine aktivierte Form
tiberfiihrt und erlangt hierauthin die Fiahigkeit, einen weiteren Gerinnungsfaktor durch
proteolytische Aktivitdt in seine aktivierte Form zu iiberfiihren, ndmlich den Faktor X. Bei
diesem Faktor X handelt es sich um den zentralen Angelpunkt der plasmatischen Gerinnung.
Bei ihm treffen das exogene und endogene Gerinnungssystem aufeinander und gehen auf eine
gemeinsame Endstrecke.

AuBerdem aktiviert der Faktor-VIla-TF-Komplex auch Faktor IX zu IXa, welcher seinerseits
wiederum Faktor X zu Faktor Xa zu aktivieren vermag. Dieser Zusammenhang zwischen den
Faktoren VII, IX und X, und somit zwischen dem endogenen und exogenen
Gerinnungssystem, wird als Josso-Schleife bezeichnet (Barthels und von Depka, 2003;
Hemker und Poliwoda, 1998). Letztendlich werden relativ geringe Mengen an Faktor Xa
durch den Faktor-VIla-TF-Komplex gebildet, da dieser Prozel nach kurzer Zeit durch den
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) unterbunden wird. Allerdings ist diese geringe Menge
an Faktor Xa ausreichend, um kleine Mengen von Prothrombin (Faktor II) in proteolytisch
wirksames Thrombin (Faktor Ila) umzuwandeln. Dieses Thrombin ist das zentrale
Gerinnungsenzym und besitzt die Fahigkeit, sowohl Thrombocyten, als auch den Faktor XI
und die Cofaktoren V und VIII zu aktivieren.

Mit der Aktivierung des Faktors XI durch Thrombin wird die endogene (oder intrinsische)
Gerinnung angestoflen. So aktiviert Faktor Xla weiteren Faktor IX zu IXa. Dieser bildet
zusammen mit seinem Cofaktor VIIla, mit Calciumionen und den Phospholipiden der
Pliattchen den Tenasekomplex. Auch diese Komplexbildung bewirkt eine starke
Beschleunigung der Enzymaktivitidt des Faktors 1Xa und somit eine verstirkte Faktor-Xa-
Bildung. Die anschlieBende Thrombinbildung aus Prothrombin durch Faktor Xa, die dem
ersten Schritt der gemeinsamen Endstrecke des exo- und endogenen Gerinnungssystems
entspricht, findet ebenfalls wieder durch Hilfe eines Komplexes, nimlich des Prothrombinase-
Komplexes, statt. Die Serinproteinase des Komplexes ist in diesem Falle der Faktor Xa und
der entsprechende Cofaktor Faktor Va. Das gebildete Thrombin besitzt die Fahigkeit, die
Fibrinopeptide A und B vom Fibrinogen (Faktor I) abzuspalten, wodurch wasserlosliche
Fibrinmonomere entstehen. Diese reagieren daraufthin mit einer spontanen
Fibrinpolymerisation, aus der wasserlosliche Fibrinpolymere hervorgehen. Bei der sich
anschlieBenden Fibrinstabilisierung kommt es unter der Einwirkung von Faktor XlIlIa, bei
dem es sich um eine durch Thrombin aktivierte Transglutaminase handelt, zu einer
Quervernetzung der Fibrinpolymere. Dadurch entsteht schlieBlich ein wasserunlosliches
Fibringerinnsel als dauerhafter WundverschluB. (Ubersicht s. Dempfle, 1999)

Neben der Aktivierung des Faktors XI durch Thrombin, welches der exogenen Gerinnung
entstammt, gibt es eine weitere Aktivierungsmoglichkeit fiir das endogene Gerinnungssystem.
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So wird durch aktivierende Oberflichen wie z. B. freiliegendes Kollagen der
Gerinnungsfaktor XII aktiviert. Diese Reaktion verlduft zundchst autokatalytisch, gleich nach
Anlauf der Reaktion jedoch sorgt aktivierter Faktor XII fiir eine Aktivierung von Prikallikrein
zu aktivem Kallikrein, welches wiederum die Umsetzung von Faktor XII in die aktivierte
Form beschleunigt. Dieses Prékallikrein liegt dabei genau wie der Faktor XI an
Hochmolekulargewichtskininogen (HMWK) adsorbiert vor, welches sich seinerseits in
Nachbarschaft des Faktors XII an das Kollagen bindet und als Cofaktor fungiert. Der
Gerinnungsablauf verlduft nun kaskadenartig iiber eine Aktivierung von Faktor XI, weiter
iiber die Aktivierung von Faktor IX hin zur Aktivierung von Faktor X nach dem zuvor
beschriebenen Schema.

Mit Entstehung des Faktors Xa beginnt die zuvor bereits angesprochene gemeinsame
Endstrecke der plasmatischen Gerinnung, die in die Bildung von unléslichen Fibrinpolymeren
miindet, womit der Endpunkt der plasmatischen Gerinnung erreicht ist. Im Anschlu3 kommt
es nun durch Mitwirkung der Thrombocyten zur Retraktion des Fibringerinnsels, die mit einer
Auspressung von Serum einhergeht. Durch diesen Vorgang ist fiir einen dauerhaften
VerschluBl der GefaBverletzung gesorgt.

Der Stellenwert des Faktors XIIa bei der Aktivierung der endogenen Gerinnungsablidufe wird
heute jedoch eher als gering eingestuft. Grund zu dieser Annahme gibt beispielsweise die
Tatsache, daf} ein ausgeprigter Faktor-XII-Mangel zu keiner nennenswerten Erhdhung der
Blutungsneigung fiihrt (Kubalek, 2000, nach: Gailani, 1994). Vielmehr wird bei der
Aktivierung des endogenen Systems iiber Faktor XI dem Prékallikrein die entscheidende
Rolle zugesprochen (Kubalek, 2000, nach: Schmaier, 1997; Motta et al., 1998; Roikjaer et al.,
1998).

Damit es nicht zu einer ungebremsten Fibrinbildung kommen kann, hat die Natur fiir
entsprechende physiologische Inhibitoren der Gerinnung gesorgt.

Zu nennen wire vor allem das Antithrombin, welches natiirlicherweise im Plasma
vorkommt. Seine Aufgaben bestehen in erster Linie in einer Hemmung der Faktoren Ila
(Thrombin) und Xa. In deutlich geringerem Umfang werden auch die Serinproteinasen Faktor
[Xa, XIa und XIIa durch Antithrombin inaktiviert. Dabei sorgt der Serinproteinaseinhibitor
(Serpin) Antithrombin als sogenanntes ,,Suicid-Substrat™ flir eine 1:1-Komplexbildung mit
den jeweiligen zu hemmenden Faktoren, welche gleichbedeutend mit einer irreversiblen
Hemmung derselbigen ist. Die Hemmwirkung wird um ein Vielfaches (ca. 200-fach) durch
das Einwirken von Heparin verstirkt, welches eine Konformationsinderung des
Antithrombins bewirkt, aus welcher eine Freilegung seines aktiven Zentrums resultiert. Fiir
die Beschleinigung der Inaktivierung von Thrombin muf} sich das Heparin sowohl an das
Antithrombin als auch an das Thrombin binden, wéhrend fiir die Faktor Xa-Inaktivierung eine
Bindung an das Antithrombin ausreichend ist. Antithrombin ist nur in der Lage, freie,
aktivierte Faktoren zu inaktivieren. Die Faktoren hingegen, die an Fibrin oder Phospholipide
gebunden sind, konnen durch Antithrombin nicht inaktiviert werden (Weitz et al., 1990;
Eisenberg et al., 1993).

Eine weitere Moglichkeit zur Verhinderung eines ungehinderten Gerinnungsablaufes bietet
der Protein-C-Pathway. Das Protein C wird mittels des Thrombin-Thrombomodulin-
Komplexes in aktiviertes Protein C (APC) {iberfiihrt. Dieses kann darauthin mit seinem
Cofaktor Protein S die aktivierten Cofaktoren Va und VlIlla proteolytisch inaktivieren. Liegt
Faktot Va im Prothrombinase-Komplex an Faktor Xa gebunden vor, so ist dieser vor einer
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Spaltung durch APC geschiitzt. Protein S besitzt nun die Fahigkeit, Faktor Xa an sich zu
binden und somit dessen Schutzfunktion fiir den Faktor Va auller Kraft zu setzen.

Auch die bereits erwéhnte Inaktivierung von Faktor Xa und Faktor-VIla-TF-Komplex durch
den Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) ist eine Hemmmoglichkeit des
Gerinnungsgeschehens. Bei diesem Inhibitor handelt es sich um ein im Plasma zirkulierendes,
mit Lipoproteinen assoziiertes Protein, welches Faktor Xa direkt durch 1:1-Komplexierung zu
hemmen vermag. Dieser Komplex wird durch Calciumionen stabilisiert. Er bindet sehr
effektiv. den Thromboplastin-Faktor VIIa-Komplex und unterbindet somit dessen
gerinnungsaktivierende Wirkung (Kubale, 2000, nach: Broze et al., 1988; Hemker und
Kessels, 1991; Sandset et al., 1991; Mann und Lorand, 1993).

Eine Inhibierung der Kontaktaktivierung des endogenen Systems iiber die Faktoren XIla und
Xla ist durch den C1-Inhibitor mdglich, welcher neben dem Faktor XIla und Xla auch das
Kallikrein zu hemmen vermag.

Das a,-Makroglobulin ist kein spezifischer Inhibitor, vielmehr weist es einen weiten
Wirkungsbereich auf: So ist es in der Lage, Thrombin, Kallikrein, Faktor Xa und Protein C zu
hemmen. Unter normalen Bedingungen tritt sein Hemmeffekt kaum hervor. Bei einer starken
Erhohung der Plasmaserinproteinasen und bei gleichzeitiger Abnahme der Hauptinhibitoren,
wie sie unter einigen pathologischen Umstinden auftreten kann, kommt die Hemmwirkung
von ap-Makroglobulin zur Geltung (Kubalek, 2000, nach: Bodmer und Schnebli, 1984;
Salvesen und Pizzo, 1994).

Das a;-Antitrypsin iibt eine Hemmwirkung auf die Faktoren XIa und Xa sowie auf APC aus,
die allerdings keine grof3e Rolle im Gerinnungsgeschehen spielt (Kubalek, 2000, nach: Ellis et
al., 1984; Espana et al., 1990; Wuillemin et al., 1996).

Schlielich hat unser Korper die Option, bereits gebildete Fibringerinnsel durch das
proteolytische Enzym Plasmin, welches Fibrinogen und polymerisiertes Fibrin proteolytisch
abbauen kann, wieder aufzulosen. Dieser Vorgang wird als Fibrinolyse bezeichnet. Aktiviert
wird das Proenzym Plasminogen physiologischerweise durch zwei verschiedene Aktivatoren.
Zum einen wére der t-PA (tissue-Plasminogen-Aktivator) zu nennen, welcher aus dem
Endothel stammt. Er fungiert als direkter 1:1-Aktivator, dessen eigentliche Wirkung eher als
schwach einzustufen ist. Allerdings bewirkt die Gegenwart von Fibrin eine hundertfache
Steigerung der Aktivatoreigenschaften. Auf diese Weise bleibt die Fibrinolyseaktivitit auf das
Fibringerinnsel beschrinkt. Der andere Aktivator des Plasmins ist die Urokinase, die im
Plasma als einkettiges Proenzym vorliegt. Das zweikettige aktive Enzym ist theoretisch dazu
befdhigt, Plasminogen in freier Losung zu aktivieren, die tatsdchliche Aktivitét jedoch ist vor
allem auf Fibringerinnsel konzentriert. Dies ist mit der Tatsache zu erkldren, dafl das
Proenzym der Urokinase fibringebundenes Plasminogen aktiviert. Das darauthin entstandene
fibringebundene Plasmin wandelt wiederum das Proenzym in aktive Urokinase um.

(fiir weitere Deails siehe Bruhn und Folsch, 1999; Barthels und von Depka, 2003)



63

Zwecks einer tbersichtlicheren Darstellung wird an dieser Stelle ein Schema des
Gerinnungsablaufs eingefiigt:

PTT Quick
Intrinsisches System Extrinsisches System
Kontakt mit negativ Kontakt mit Gewebe
geladener Oberflache F
Kallikrein [¢——| Prekallikrein
F XII F Xlla
F X
F XI F Xla
Ca”
NI F Vilale—X— F VII
Cazl'
F IX »| F IXa
l CaQ+
F Vil »F VIl P
PL \ 4
F Xa
FV F—» FVa
A W+
PL

TZ Thrombin F lla |« \ A 4 Prothrombin F Il

l P Fibrin

Abb. 4: Ubersicht iiber den Ablauf des plasmatischen Gerinnungssystems (gelb unterlegt: intrinsisches Gerinnungsystem;
rot unterlegt: extrinsisches Gerinnungssystem; blau unterlegt: gemeinsame Endstrecke); aus T. Bruhn, 2001/2002

Fibrinogen
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2.4.2 Auswahl der zu priifenden Fraktionen

Um zunichst einen Uberblick gewinnen zu kdénnen, in welchen Fraktionen sich
Gerinnungsaktivitdt verbirgt, erscheint es sinnvoll, zuerst weiter oben im Isolierungsgang bei
den noch nicht so weit aufgereinigten Fraktionen einzusteigen. Diese Ergebnisse helfen dabei,
gezielt die Folgefraktionen heraussuchen zu konnen, bei denen es sich lohnt, die
Gerinnungswerte genauer zu iiberpriifen. Aus diesem Grunde werden zu Beginn die Serdolit
AD-2-Fraktionen 3 bis 6/3 mittels globaler Gerinnungstests untersucht. Diese Tests erlauben
eine Aussage dariiber, ob eine Fraktion sich auf den Ablauf des exogenen oder endogenen
Gerinnungssystems auswirkt. Sollten bei diesen Tests von der Norm abweichende Werte in
einer bestimmten XAD;-Fraktion festgestellt werden, so sollen im Anschlul auch deren
Folgefraktionen mit Hilfe dieser Globaltests auf Gerinnungsaktivitit gepriift werden. Wenn
sich hier wiederum etwas Interessantes zeigen sollte, so wird von der entsprechenden Fraktion
eine Einzelfaktoranalyse vorgenommen werden.

Zudem werden die Serdolit AD-2-Fraktionen weiteren Gerinnungstests unterzogen.

Der Ubersichtlichkeit halber werden die einzelnen Fraktionen mit Probennummern versehen.
Eine Auflistung der vergebenen Nummern ist in den Tabellen 4 und 5 zu sehen:

Tabelle 4: Fraktionen nach Serdolit AD-2-Chromatographie und anschlieBender Gré3enausschlulchromatographie an
Sephadex G-50

Proben-Nummer Isolationsschritte
ASI 3a XAD;,-Fr. 3 / Seph. G-50-Fr. 1
ASI 3b XADs-Fr. 3 / Seph. G-50-Fr. 2
ASI 3¢ XAD;,-Fr. 3 / Seph. G-50-Fr. 3
ASI 3d XAD;,-Fr. 3 / Seph. G-50-Fr. 4
ASI 4a XADs-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 1a
ASI 4b XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 1b
ASI 4¢ XADs-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 2
ASI 4d XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3a
ASI 4e XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3-3b
ASI 5a XAD;,-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 1
ASI 5b XADs-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 2
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Proben-Nummer Isolationsschritte
ASI 5¢ XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 3
ASI 5d XAD;,-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 4a
ASI 5e XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 4b
ASI 5f XAD»-Fr. 5/ Seph. G-50-Fr. 5
ASI 6/1a XAD»-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 1
ASI 6/1b XAD»-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 2
ASI 6/1c XAD;-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 3
ASI 6/1d XAD,-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 3-4
ASI 6/1e XAD;-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 4
ASI 6/1f XAD;-Fr. 6/1 / Seph. G-50-Fr. 4b
ASI 6/2a XAD;-Fr. 6/2 / Seph. G-50-Fr. 1
ASI 6/2b XAD;-Fr. 6/2 / Seph. G-50-Fr. 2
ASI 6/2¢ XAD;-Fr. 6/2 / Seph. G-50-Fr. 3
ASI 6/2d XAD;-Fr. 6/2 / Seph. G-50-Fr. 4
ASI 6/2¢ XAD;-Fr. 6/2 / Seph. G-50-Fr. 4b
ASI 6/3a XAD;-Fr. 6/3 / Seph. G-50-Fr. 1

Tabelle 5: Folgefraktionen der XAD, / Seph. G-50-Fraktion 3+3b

Proben-Nummer Isolationsschritte

ASIGP 1 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 9/
Seph. G-50-Fr. 2 / Seph. G-25-Fr. 1
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Proben-Nummer Isolationsschritte
ASIGP 2 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G5-0-Fr. 1
ASIGP 3 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50-Fr. 2
ASIGP 4 XAD;,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 11/
Seph. G-50-Fr. 1
ASIGP 5 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50-Fr. 2
ASIGP 6 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50-Fr. 1
ASIGP 7 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50-Fr. 2
ASIGP 8 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50-Fr.3
ASIGP9 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50-Fr. 2
ASI GP 10 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50-Fr. 3
ASIGP 11 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50-Fr. 2
ASI GP 12 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 19/
Seph. G-50-Fr. 2
ASIGP 13 XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr 20/
Seph. G-50-Fr. 1.
ASIGP 14 XADs-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 20/
Seph. G-50-Fr. 2
ASIGP 15 XADs-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 25/

Seph. G-50-Fr. 1
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Proben-Nummer Isolationsschritte

ASIGP 16 XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50-Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 25/
Seph. G-50-Fr. 2

2.4.3 Gewinnung eines Plasmapools

Zur Analyse der Gerinnungsaktivititen der Seeanemonenfraktionen wird menschliches
Plasma bendtigt, das keinerlei Abnormalitdten beziiglich der Gerinnungsparameter aufweisen
darf. Derartiges Normalplasma wird tdglich aus diagnostischen Griinden an der 1.
Medizinischen Universititsklinik Kiel gewonnen.

Bei der Blutabnahme muf3 das Blut zundchst ungerinnbar gemacht werden, da es ansonsten
sehr schnell zur Gerinnselbildung kommen wirde, womit das Blut fiir weitere
Untersuchungen unbrauchbar wire. Als Antikoagulanz hat sich hierbei Citrat (0,1 molar) zur
Calciumionenbindung und somit zur Gerinnungshemmung bewédhrt. Heparin ist ungeeignet,
da es einzelne Gerinnungsfaktoren hemmt. Ein ebenso ungeeignetes Antikoagulans fiir diese
Zwecke ist das Dikaliumsalz der Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA). Dieses hat die
Nachteile, dal3 es die Cofaktoren VIII und V in ihrer Wirksamkeit abschwacht und zudem die
Polymerisierung von Fibrinmonomeren hemmt, wodurch eine Verldngerung der
Gerinnselbildung vorgetduscht werden konnte.

Bei der Blutentnahme verfahrt man nun dergestalt, da3 man in der Spritze einen Volumenteil
0,1 molare Natriumcitratlosung vorlegt. MengenmiBlig muf3 soviel Natriumcitratlosung
verwendet werden, dal man nach der Blutentnahme ein Verhiltnis von 9 Volumenteilen
Venenblut zu 1 Volumenteil Natriumcitratldsung erreicht. Verwendet wird hierbei das
Sarstedt-Monovettensystem®, bestehend aus  5-Milliliter-Monovetten, gefiillt mit 0,5
Milliliter Citratlosung (0,106 mol/l), und 0,8 x 33 mm Kaniilen der Firma Sarstedt. Bei der
Citratblutgewinnung zum Zwecke der aPTT-Bestimmung (endogenes Gerinnungssystem)
mull gewdhrleistet sein, dafl kein Gewebefaktor, welcher das exogene System anstoBen
wiirde, in die Blutprobe gelangt. Dies gelingt, indem man die ersten Tropfen des
entnommenen Venenblutes verwirft.

Die vorgeschriebene Menge an Blut mufl moglichst schaumfrei entnommen werden. Die
Vermischung von dem Venenblut mit der vorgelegten Citratldsung muf3 instantan vonstatten
gehen. Bei diesem Vorgang ist duflerste Vorsicht geboten, da man nicht zu stark schiitteln darf
aufgrund der Gefahr von Schaumbildung und der dadurch hervorgerufenen
Gerinnungsaktivierung. Am vorteilhaftesten ist hierbei, die Spritze mehrfach leicht zu neigen,
um die Vermischung zu erzielen.

Das so gewonnene Citratblut muf3 anschlieBend einer Zentrifugation unterzogen werden, um
die corpuskuldren Bestandteile abzutrennen. Dies ist wichtig, damit aus den Erythrocyten
keine  gerinnungsaktiven Substanzen in das Plasma austreten konnen. Die
Standardbedingungen einer Zentrifugation vor gerinnungsphysiologischen Untersuchungen
sind zehn Minuten bei 1500 g (entspricht ca. 3000 Umdrehungen pro Minute). Nach der
Zentrifugation wird das {liberstehende Plasma entnommen und bis zur weiteren Verwendung
im Kiihlschrank aufbewahrt. Wird das gewonnene Plasma nicht innerhalb der nichsten vier
Stunden bearbeitet, so muf3 es bei — 20 °C eingefroren werden.

Um nun einen Plasmapool zu erhalten, wird das Citratplasma moglichst vieler (mindestens
aber zehn) gesunder Patienten in aliquotem Verhidltnis zusammengegeben. Das so
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gewonnene Mischplasma dient einem fortan als Pool, aus dem man sich die bendtigte
Plasmamenge fiir die jeweiligen Gerinnungsanalysen entnimmt. (siche Rick, 1990)

2.4.4 Herstellung der Probenverdiinnungen

Zunichst wird von den gewonnenen Fraktionen, die in gefriergetrockneter, lyophilisierter
Form vorliegen, eine kleine Menge in Eppendorfgefifle eingewogen. AnschlieBend wird mit
physiologischer Kochsalzlosung derart verdiinnt, da3 eine Konzentration von 1 Milligramm
Seeanemonenextrakt pro Milliliter vorliegt. Die so erhaltene Losung wird darauthin mit dem
zuvor beschriebenen gepoolten Citratplasma im Verhéltnis 1+9 Teile versetzt, wodurch man
eine Konzentration von 0,1 Milligramm Seeanemonenextrakt pro Milliliter erzielt. In dieser
Verdiinnung werden die Proben fiir die folgenden Untersuchungen verwendet.

Bei den Leerwertmessungen wird die Menge der eingewogenen Seeanemonensubstanz durch
physiologische Kochsalzlosung ersetzt.

2.4.5 BCS (Behring Coagulation System)

Bei dem BCS (Behring Coagulation System) handelt es sich um ein hochautomatisiertes
Gerét zur Abarbeitung von Gerinnungstests.

Das Gerit ist ausgestattet mit einer Rackstation und einem Analysenbereich. In der
Rackstation werden die Proben und Reagenzien in maximal 11 Racks untergebracht. Dabei
stehen von diesen Racks die drei linken fiir die Reagenzien zur Verfiigung, wihrend die
tibrigen fiir die Aufnahme von Probenmaterial vorgesehen sind. Allerdings konnen die
Probenracks bei Bedarf auch mit Reagenzien bestiickt werden. Die GefiBle miissen mit
Barcodes versehen sein, damit das Analysengerit diese identifizieren kann. Das Gerét selbst
kann bei entsprechender Eingabe der bendtigten Informationen derartige Barcodes
ausdrucken. Die Identifikation erfolgt nach dem Einfahren der Racks in den Arbeitsbereich.
Ist ein Gefdl3 nicht mit einem Barcode versehen, oder ist dieser unleserlich fiir das Gerit, so
wird das Rack wieder aus dem Analysenbereich hinausgefahren. Gegebenenfalls muf3 dann
die Identifikation manuell erfolgen.
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Pipettierstation
- MeBstation
Rotorvorrat 2

~|- - - Rotorvorrat 1

~~|" - - Rotorabfall

ADbb. 5: Rackstation des BCS-Gerites der Firma Dade Behring (Marburg); aus H. D. Bruhn, U. R. Félsch

Das BCS kann in seiner Arbeitsweise konfiguriert werden und damit auf die Bediirfnisse der
jeweiligen analytischen Fragestellung eingestellt werden. Die Software hat iiber den Barcode
die Moglichkeit der Zuordnung bestimmter Daten einer Charge (z. B. Sollwert, Bezugskurven
etc.), die fiir die Auswertung entscheidend sind.

Der Analysenbereich des BCS ist stets auf 37°C temperiert. Er besteht aus einem
Rotorhandler, einem Photometer und fiinf Positionen fiir die Kiivettenrotoren (zwei fiir den
Vorrat, eine Abfall-, eine Pipettier- und eine MeBposition).

Ein Kiivettenrotor besteht aus je 20 Reaktions- und MeBkiivetten, wobei jede Kiivette drei
Pipettierpositionen, die durch Rampen getrennt sind, sowie zwei Vorverdiinnungskammern
besitzt. Die Pipettierschritte werden automatisch durch das Gerét ausgefiihrt, wodurch die
Proben und die Reagenzien in die entsprechenden Pipettierkammern des Kiivettenrotors
gelangen. Zum Starten der Reaktion beginnt der Rotor, sich zu drehen. Durch die
Zentrifugalkraft kommt es zur Durchmischung der Proben mit den Reagenzien in der
Vorverdiinnungskammer, und die entsprechenden Gerinnungsvorgénge nehmen ihren Lauf.
Im AnschluBl gelangt der Ansatz in die MeBkiivette, wo die photometrische Vermessung
stattfindet.
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Kivettenrotor

_ . Pipettierkammer 1
- Pipettierkammer 2
- Pipettierkammer 3

- ~Vorverdiinnungskammer 1

~Vorverdinnungskammer 2

- MeBkivette

ADbb. 6: Kiivettenrotor des BCS-Gerites der Firma Dade Behring (Marburg); aus H. D. Bruhn, U. R. Félsch

Bei allen Messungen wird die Zeit von der Reagenzzugabe bis zur Fibrinbildung gemessen.
Dieses Ereignis geht mit einer Viskositdtserhohung und mit einer Triibung des Ansatzes
einher. Diese Tatsache macht man sich bei der Detektion zu nutze. So wird das Erreichen
einer ,,Schwellentriibung* photometrisch erfafit. Die erhaltenen Ergebnisse konnen vom Gerét
umgerechnet werden, beispielsweise in Prozent der Norm bei der Quickwert-Bestimmung. Im
Vergleich zu Kugel- oder Héakchenkoagulometern kann bei diesem Gerdt der
Gerinnungsvorgang ungestort ablaufen, was besonders prizise Ergebnisse ermdglicht.

2.4.6 Kugelkoagulometer KC 10 nach Amelung

Bei der APC-Resistenzbestimmung kommt in dieser Arbeit das Kugelkoagulometer KC 4
zum Einsatz. Der Testansatz wird hierbei in zylinderférmige Kunststoffprobenbehélter
pipettiert. Diese schrig gelagerten Probenbehilter drehen sich wéhrend der Bestimmung um
die eigene Achse. Zu dem Testansatz wird vor Beginn der Messung jeweils eine kleine
Metallkugel gegeben. Diese verweilt zunéchst bei der Drehbewegung des Probenbehélters an
der gleichen Stelle, ndmlich am tiefsten Punkt des Behilters. Bilden sich nun im Rahmen der
Gerinnungsanalyse Fibrinfasern, so erfassen diese die Kugel und ziehen sie mit sich. Passiert
die Kugel auf ihrem Weg einen installierten magnetischen Sensor, so 16st sie ein Signal aus,
welches automatisch registriert wird. Der Zeitraum von der Reagenzienzugabe bis zur
Auslosung des Signals wird gestoppt.

2.4.7 ELISA-Reader MRX

Dieses Gerit ermoglicht die Auswertung bestimmter immunologischer
Untersuchungsmethoden, ndmlich des sogenannten ELISA (enzyme linked immuno sandwich
assay: siche S. 70). Hierbei wird ein mit einem Enzym versehener Antikorper an die zu
untersuchende Substanz mit Antigenstruktur gebunden. Dieses an den Antikorper gebundene
Enzym ist in der Lage, ein zugesetztes chromogenes Substrat zu spalten, so daf} eine farbige
Verbindung entsteht, welche im Anschlufl photometrisch vermessen werden kann. Dabei ist
die Menge des entstandenen Farbstoff und somit die gemessene Absorption proportional zu
der Mege an der zu untersuchenden Substanz. Eben diese photometrische Vermessung wird
mittels des ELISA-Readers MRX der Firma Dynex durchgefiihrt.
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2.4.8 Thromboplastinzeit (Quickwert)
Prinzip

Bei der Thromboplastinzeitbestimmung handelt es sich um einen sogenannten globalen
Gerinnungstest. Dies bedeutet, dal nicht ein einzelner Gerinnungsfaktor mit Hilfe dieses
Tests untersucht wird, sondern das gesamte exogene Gerinnungssystem. Demzufolge werden
die Faktoren des Prothrombinkomplexes - Faktor II, VII und X - untersucht. Weniger
empfindlich werden zudem der Faktor V und Fibrinogen erfaf3t.

Im Klinikalltag wird die Quickwert-Bestimmung routineméBig zur Uberwachung der oralen
Antikoagulanzientherapie mit Cumarinen eingesetzt. Weitere Einsatzgebiete sind die
Erfassung von Vitamin K-Mangelzustinden, Beurteilung der Leberfunktion, Erfassung und
Verlaufskontrolle verschiedener Blutungsleiden.

Das Reagenz Thromborel® S enthélt einen Gewebefaktor aus der menschlichen Plazenta, der
- wie zuvor gesehen - den exogenen Gerinnungsablauf katalysiert.

Das exogene Gerinnungssystem wird durch Zugabe des calciumhaltigen Thromborel®-
Reagenzes zu der Citratplasma-Probenldsung gestartet, wodurch es zur Fibrinbildung kommt.
Wichtig ist hierbei, dal das Thromboplastinreagenz und die im Reagenz enthaltenen
Calciumionen im UberschuB hinzugefiigt werden, so daB sie nicht zum reaktionslimitierenden
Faktor geraten. Mit der Gerinnung geht eine Triibung des Ansatzes einher, die photometrisch
verfolgt werden kann. Fiir die Auswertung gibt man dem Gerit eine Schwellentriibung vor.
Die Zeit, die bis zum Erreichen dieser Schwellentriibung verstreicht, ist dann die
Thromboplastinzeit.

Die Auswertung der erlangten Daten mul3 mittels einer Bezugsgeraden erfolgen, da die Werte
stark von dem eingesetzten Thromboplastinreagenz abhédngig sind. Aus diesem Grunde muf3
fiir jede Charge eines Reagenzes zunéchst eine derartige Bezugsgerade erstellt werden, die
dann von der Software des BCS erfaflit und fiir die Auswertung automatisch herangezogen
wird. Fiir die Erstellung der Geraden wird Plasma aus dem zuvor gewonnenen Plasmapool
verwendet.

Es existieren verschiedene MaBeinheiten fiir die Angabe der Aktivitit des exogenen
Gerinnungsablaufs. Géngig ist die Prothrombin-Ratio (PR), bei der es sich um den Quotienten
aus der Reaktionszeit der Probe [sec] und der Reaktionszeit des Normalplasmas [sec] handelt.
Am geldufigsten ist hierzulande der sogenannte Quick-Wert, der in Prozent
Gerinnungsaktivitdt angegeben wird im Vergleich zu einem Normwert. Diese Werte sind
allerdings stark abhédngig von dem eingesetzten Thromboplastinreagenz und somit nicht
vergleichbar innerhalb verschiedener Laboratorien, die unterschiedliche Reagenzien
einsetzen.

Daher hat es sich mehr und mehr eingebiirgert, das Ergebnis als INR (International
Normalized Ratio) anzugeben. Die INR kann unter Kenntnis der Internationalen Sensitivitéts-
Indices (ISI), die die Eigenschaften des jeweiligen Reagenzes charakterisieren, aus dem PR
berechnet werden:

INR = PR™

Diese Werte sind international einheitlich und kénnen somit direkt miteinander verglichen
werden.

Material

e Thromboplastinreagenz Thromborel® S (Firma Dade Behring. Marburg GmbH)
e physiologische Kochsalzlosung
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e gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)
e BCS-Gerit

Durchfiihrung

Thromborel® S wird in der angegebenen Menge destillierten Wassers gelost und auf 37 °C
temperiert. Hat das Reagenz diese Temperatur erreicht, so mu3 es mindestens 30 Minuten
weiter bei 37 °C inkubiert werden. AnschlieBend werden Proben und Reagenz nach
folgendem Schema pipettiert:

1. Testrohrchen auf 37°C vorwirmen

2. 100 pl Normalplasma in Testrohrchen pipettieren (Plasma+Proben oder Plasma+NaCl
fiir den Leerwert)

3. 1 Minute bei 37°C temperieren
4. 200 pl Thromborel® S (auf 37°C temperiert) hinzupipettieren

5. Messung starten
Diese Pipettierschritte iibernimmt das vollautomatisierte Behring Coagulation System (BCS).

Zur Erstellung der Kalibriergeraden stellt man mit physiologischer Kochsalzlosung folgende
Verdiinnungen aus dem gepoolten Normalplasma her:

Prozent der Norm | 100 % 50 % 25 % 12,5 % 10 %

Plasmaverdiinnung | unverdiinnt 1+1 1+3 1+7 1+9

Nun wird die Thromboplastinzeit dieser Verdiinnungen vermessen. Die ermittelten Zeiten
werden doppeltlogarithmisch gegen die Prozente der Norm aufgetragen. Mit Hilfe der
entstehenden Bezugskurve lassen sich daraufhin die ermittelten Thromboplastinzeiten der
gemessenen Proben einem Quick-Wert (Prozent der Norm) zuordnen.

2.4.9 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
Prinzip

Dieser Parameter der Gerinnungsanalytik dient zur Aufdeckung von Abnormalititen im
Bereich des endogenen Gerinnungssystems. Auch hierbei handelt es sich um einen Globaltest.
Mit Hilfe des Testes werden die Faktoren VIII, IX, XI und XII sowie Prikallikrein und
High Molecular Weight Kininogen (HMWK) erfaf3it. Diese Faktoren sind Bestandteil des
intrinsischen Gerinnungssystems. Auflerdem werden die Faktoren X, V und II gemessen,
wodurch sich eine Uberlappung mit dem Quick-Test ergibt.

Im Klinikalltag wird dieser Test vor allem zu folgenden Zwecken eingesetzt:

- Therapieliberwachung mit unfraktionierten Heparinen

- Suchtest auf angeborene Hamostasestorungen (Himophilie A und B), auf Hamophilie
C (entspr. Faktor-X-Mangel) und auf Faktor XI- bzw. XII-Mangel

- Grundlage fiir Diagnostik der Faktor V-Leiden-Mutation

Zur Aktivierung der endogenen Gerinnung sind - wie zuvor gesehen - Phospholipide nétig.
Als Aquivalent fiir die humanen Phospholipide, die am Gerinnungsgeschehen beteiligt sind,
kommen in dem entsprechenden Reagenz Pathromtin®SL (Firma Dade Behring Marburg
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GmbH) pflanzliche Phospholipide zum Einsatz. AuBerdem ist dem Reagenz ein
Oberfldachenaktivator hinzugefiigt, um die Faktoren des endogenen Gerinnungssystems zu
aktivieren. Bei dem Aktivator handelt es sich um Siliziumdioxid-Partikel.

Letztendlich gestartet wird die endogene Gerinnung durch Zugabe einer 0,025 molaren
Calciumchloridldsung.

Material

e Pathromtin® SL (Dade Behring, Marburg): enthilt u. a. Siliciumdioxid-Partikel und
pflanzliche Phospholipide

Calciumchloridlésung 0,025 mol/l (Dade Behring, Marburg)

gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)

Kontroll-Plasma N und Kontroll-Plasma P (Dade Behring, Marburg)

BCS

Testrohrchen aus Plastik

Durchfiihrung

Das Pathromtin® SL-Reagenz ist nach kurzem Aufschiitteln gebrauchsfertig und wird bei
Raumtemperatur verwendet. Die Calciumchloridldsung hingegen muf3 vor der Anwendung
auf 37°C erwédrmt werden.

Pipettiert wird nach folgendem Schema:
1. 100 pl gepooltes Normalplasma
2. 100 pl Pathromtin® SL
3. 2 Minuten bei 37°C inkubieren

4. 100 pl Calciumchloridlésung (0,025 molar, 37°C!) = Start der Messung der
Gerinnungszeit

Die Pipettierschritte werden auch bei dieser Bestimmung von dem BCS-Gerét iibernommen.

Es miissen an jedem Arbeitstag Kontrollmessungen erfolgen, um ersehen zu konnen, ob das
Reagenz noch verwendbar ist. Gleiches gilt fiir das Normalplasma aus dem Plasmapool. Fiir
die Kontrollmessungen wird von der Firma Dade Behring ein Kontroll-Plasma N fiir den
Normalbereich und ein Kontroll-Plasma P fiir den pathologischen Bereich mitgeliefert. Die
Kontrollproben miissen auf die gleiche Weise behandelt werden wie die Proben. Die
ermittelten Werte miissen dabei in dem Sollwertbereich liegen (siehe chargenabhéngige
Wertetabelle).

2.4.10 Einzelfaktorenanalyse
Prinzip

Ergibt sich bei den obig beschriebenen globalen Gerinnungstesten (Quickwert und aPTT) ein
interessanter (von der Norm abweichender) Wert, so ist es sinnvoll, eine entsprechende
Einzelfaktorenanalyse vorzunehmen, um genau ersehen zu konnen, an welcher Stelle die
untersuchte Seeanemonenfraktion in den exogenen bzw. in den endogenen Weg der
Gerinnungskaskade eingreift.

Auch in der Klinik werden diese Untersuchungen zur genauen Lokalisierung eines Defektes
im Gerinnungssystem angewendet.
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Zur Einzelfaktoranalyse verwendet man sogenannte Faktoren-Mangelplasmen. Dabei handelt
es sich um Plasmen, die alle Gerinnungsfaktoren bis auf den zu untersuchenden Faktor im
UberschuB enthalten. Der in der Probe zu untersuchende Faktor fehlt giinzlich in dem
Mangelplasma. Bei Mischung des Probenplasmas mit dem Mangelplasma héngt die
Gerinnselbildung ausschlieBlich von der Konzentration des im Mangelplasma nicht
enthaltenen Faktors ab. Im hinzupipettierten Citratplasma-Proben-Gemisch liegt der
entsprechende Faktor in physiologischer Konzentration vor. Ist nun in der Probe allerdings
eine Substanz enthalten, welche eine Hemmwirkung auf diesen Faktor ausiibt, so fiihrt dies zu
einer deutlichen Verzogerung der Gerinnselbildung. Durch Hemmung der anderen
Gerinnungsfaktoren wiirde eine Verzogerung der Gerinnselbildung nicht zu beobachten sein,
da diese Faktoren im UberschuB vorhanden sind und deswegen die Hemmwirkung der
hinzugegebenen Probeldsung nicht ausreichen wiirde, um die gesamte Aktivitit dieser
Faktoren zu unterbinden.

Die Zusammensetzung der Mangelplasmen hdngt davon ab, ob der exogene oder der
endogene Gerinnungszweig untersucht werden soll.

a) Faktoren des exogenen Gerinnungssystems:

Fiir die exogene Gerinnung sind die Faktoren II, V, VII und X sowie der Gewebefaktor
vonndten. In den entsprechenden Mangelplasmen fehlt jeweils einer der drei zuvor genannten
Gerinnungsfaktoren. Von der Firma Dade Behring Marburg GmbH gibt es einen
Reagenziensatz, welcher diese drei Mangelplasmen enthélt. Der Gewebefaktor entstammt
dabei dem = Thromborel® S-Reagenz,  welches  wir  bereits bei  der
Thromboplastinzeitbestimmung kennengelernt haben und welches bei der Einzelfaktoranalyse
dem Ansatz beigefligt werden muf3, um die Gerinnungsreaktion zu starten. Das MeBprinzip ist
mit der Quickwertbestimmung identisch. Die Auswertung erfolgt mittels einer
Kalibriergeraden. Zur Erstellung dieser Geraden wird das Citratplasma aus dem Plasmapool
herangezogen und daraus mittels einer entsprechenden Imidazolpufferlosung eine
Verdiinnungsreihe hergestellt. Diese Verdiinnungen werden nach gleichem Pipettierschema
wie die Proben (sieche unten) vermessen und die ermittelten Zeiten anschlieBend gegen die
Faktorenaktivitdt in Prozent der Norm auf logarithmisches Papier aufgetragen. Dabei ergibt
sich bei richtiger Durchfiihrung eine Gerade.

Material fiir Bestimmung der Faktoren des exogenen Gerinnungssystems

entspr. Mangelplasmen (Dade Behring, Marburg)

Thromborel® S-Reagenz (Dade Behring, Marburg)
Imidazol-Pufferlosung pH 7,6 (Dade Behring, Marburg)
Kontroll-Plasma N und Kontroll-Plasma P (Dade Behring, Marburg)
gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)

BCS (Dade Behring, Marburg)

Durchfithrung der Bestimmung der Faktoren des exogenen Gerinnungssystems

Zundchst mul eine Kalibriergerade erstellt werden. Dazu werden aus dem gepoolten
Normalplasma und dem Imidazol-Puffer folgende Verdiinnungen hergestellt werden:

Verdiinnung 1:20 1:40 1:200 1:2000
(Citratlasma:Puffer)

Prozent der
100 50 10 1

Norm




75

Bei der Vermessung des Citratpasma-Proben-Gemisches mufl zunicht eine Verdiinnung mit
Imidazolpufferlésung von 1:20 vorgenommen werden, bevor laut Pipettierschema verfahren
werden kann.

Pipettierschema:

1. 100 pl Mangelplasma

2. 100 pl Probenverdiinnung (Citratplasma + Probenfraktion, 9 + 1)
3. 60 sec bei 37°C inkubieren
4

. 200 pl Thromborel® S (zuvor auf 37°C temperiert) zum Ansatz hinzufiigen und
Gerinnungszeit des Ansatzes registrieren

b) Faktoren des endogenen Gerinnungssystems:

Die fiir die endogene Gerinnung entscheidenden Faktoren sind Faktor VIII, IX, X, XI und
XII. Zur Aktivierung ist zusétzlich ein Phospholipid unerldBlich, welches dem bereits zuvor
erwdhntem Reagenz Pathromtin® SL entstammt, das zur Bestimmung der aPTT verwendet
wurde. Auch hier gibt es fiir die Einzelfaktoranalyse von der Firma Dade Behring, Marburg
GmbH einen entsprechenden Reagenziensatz mit Mangelplasmen.

Das Prinzip der Messungen entspricht dem der Einzelfaktoren aus dem exogenen
Gerinnungszweig, allerdings wird hier natiirlich nicht die Thromboplastinzeit, sondern die
aPTT bestimmt.

Material fiir Bestimmung der Faktoren des endogenen Gerinnungssystems

entspr. Mangelplasmen (Dade Behring, Marburg)

Pathromtin® SL (Dade Behring, Marburg)

Calciumchlorid-Lésung 0,025 mol/l (Dade Behrig, Marburg)
Imidazol-Pufferlosung pH 7,6 (Dade Behring, Marburg)
Kontroll-Plasma N und Kontroll-Plasma P (Dade Behring, Marburg)
gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)

BCS (Dade Behring, Marburg)

Durchfiihrung der Bestimmung der Faktoren des endogenen Gerinnungssystems

Auch hier muBl zundchst mittels Verdlinnungsreihen aus Citratplasma und
Imidazolpufferlosung pH 7,6 eine Bezugskurve erstellt werden. Folgende Verdiinnungen
werden hergestellt:

Verdiinnung 1:5 1:10 1:50 1:500
(Citratplasma:Puffer)
Prozent der Norm 100 50 10 1

Die auf diese Weise hergestellten Verdiinungen — wie auch spiter die Proben — werden nach
folgendem Schema pipettiert und vermessen:

1. 100 pl Mangelplasma
2. 100 pl Probenverdiinnung
3. 100 pl Pathromtin® SL
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4. 2 Minuten inkubieren bei 37°C

5. 100 pl Calciumchloridlosung (zuvor auf 37°C temperiert) zum Ansatz hinzugeben und
den Eintritt des Gerinnungsprozesses nach Zugabe der Calciumionen registrieren

Die 0,025 molare Citratplasma-Proben-Gemische miissen vor dem Pipettieren noch im
Verhiéltnis 1:5 mit dem Imidazolpuffer verdiinnt werden.

Auch hier werden die gemessenen Gerinnungszeiten anhand von Kalibrierkurven auf
logarithmischem Papier den Prozent der Norm zugeordnet.

2.4.11 Thrombinzeit
Prinzip

Die Methode basiert auf der Zugabe einer definierten Menge Thrombin, die dem Testreagenz
entstammt, zu den entsprechenden Citratplasmaproben. Auf diese Weise verlieren alle
libergeordneten Gerinnungsfaktoren den Einflufl auf die Gerinnselbildung, die lediglich von
der Fibrinogenkonzentration des zu untersuchenden Plasmas abhdngt. Selbst die Gegenwart
von Calciumionen ist nicht erforderlich; sie beschleunigen allerdings die Gerinnselbildung.

In der Klinik dient die Thrombinzeit vor allem der Uberwachung der Therapie mit
unfraktionierten Heparinen. AuBerdem findet sie hdufig Anwendung bei der Kontrolle von
fibrinolytischen Therapien oder bei der Suche nach angeborenen oder erworbenen
Gerinnungsstorungen.

In dieser Dissertation wird der Test zur Untersuchung des Einflusses der
Seeanemonenfraktionen auf die Aktivitit des letzten Schrittes der Gerinnungskaskade,
ndmlich die Fibrinbildung (Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin durch Thrombin),
herangezogen.

Material

e Test-Thrombin-Reagenz (Dade-Behring, Marburg): besteht aus einer definierten
Menge an Thrombin vom Rind und Rinderalbumin

e HEPES-Pufferlosung (25 mmol/l) pH 7,4, (Dade Behring, Marburg)

e gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)

Durchfiihrung

Um die Wirkung der Seeanemonenfraktionen auf die Thrombinzeit beurteilen zu konnen,
mull zundchst einmal der Leerwert durch Vermessung von gepooltem Citratplasma mit
physiologischer Kochsalzlosung ermittelt werden. Dieser Wert entspricht dem Normalwert.
AnschlieBend werden die Proben untersucht, indem die Menge an Kochsalzlosung durch
Seeanemonenextrakt, der laut Kapitel 2.4.4 gewonnen wurde, ersetzt wird. Wire ein Einflufl
(aktivierend oder inhibierend) der Inhaltsstoffe der Extrakte auf die Thrombinzeit vorhanden,
so wiirde sich das als eine Verkiirzung bzw. eine Verlingerung der gemessenen
Gerinnselbildungszeit bemerkbar machen.

Das Test-Thrombin-Reagenz mufl vor der Verwendung in dem beiliegenden Puffer geldst
werden und auf 37°C temperiert werden.



77

Pipettierschema:

1. 100 pl Citratplasma (9+1 Teile Citratplasmapool und NaCl bzw. Citratplasmapool und
Seeanemonenextrakt)

2. 60 Sekunden bei 37°C inkubieren
200 pl Test-Thrombin-Reagenz (37°C)

4. Gerinnungszeit messen

Die Messungen werden auch hier mit dem BCS von Dade-Behring (Marburg) durchgefiihrt.
Der Referenzbereich ist von dem jeweiligen Testansatz abhdngig. Angegeben wird die
Thrombinzeit in Sekunden.

2.4.12 Fibrinogen-Bestimmung

Prinzip der Bestimmung

Zur Bestimmung der Fibrinogenaktivitit wird in dieser Arbeit die Methode nach Clauss
angewendet. Dabei handelt es sich um den meistverwendeten kommerziell erhdltlichen Test
zur Fibrinogenbestimmung. Das Testprinzip beruht darauf, daB Citratplasma mit einem
UberschuB3 an Thrombin (Faktor IIa) versetzt wird, wodurch die Fibrinbildung einsetzt. Die
Gerinnungszeit ist dabei vom Fibrinogengehalt der Plasmaprobe abhédngig. Dabei gilt, daf3 in
einem Konzentrationsbereich von 0,1 bis 0,4 Gramm Fibrinogen pro Liter bei Zugabe einer
standardisierten Menge an Thrombin die gemessene Gerinnungszeit proportional zu der
Fibrinogenkonzentration ist. Bei dieser Methode handelt es sich folglich um eine Variation
der Thrombinzeitbestimmung, mit dem Unterschied, da3 das zu untersuchende Plasma in den
optimalen MeBbereich verdiinnt (0,1 bis 0,4 g/l) wird. Thrombin-hemmende Substanzen
(Heparin bis 2 U/ml oder Hirudin in therapeutischen Konzentrationen) beeinflussen den Test
nicht.

Eingesetzt wird die Fibrinogenbestimmung zur Erfassung verschiedener Fibrinogenmangel-
zustdnde und Dysfibrinogendmien, zum Nachweis von erhdhten Fibrinogenspiegeln oder zur
Uberwachung von Fibrinogensubstitutionstherapien.

Zur Untersuchung des Einflusses der Seeanemonenextrakte auf die Fibrinogenaktivitit wird
zunichst einmal die Gerinnungszeit von gepooltem Normalplasma ermittelt und dann
verglichen mit der Gerinnungszeit von gepoolten Normalplasma, das mit Seeanemonenextrakt
versetzt wurde. Befindet sich in dem Seeanemonenextrakt eine Substanz, die Einflufl auf die
Fibrinogenaktivitit nimmt, so wird sich das in einer verdnderten Gerinnungszeit
niederschlagen: eine Substanz mit hemmenden EinfluB wiirde eine Verldngerung, eine
aktivierende Substanz eine Verkiirzung der Gerinnungszeit erreichen.

Material

e Multifibren® U — Reagenz (Dade Behring, Marburg): enthdlt u. a. Thrombin vom
Rind, Fibrinaggregation-verzdgerndes Peptid, Calciumchlorid)

e destilliertes Wasser (eigene Herstellung)

e BCS-Gerit (Dade Behring, Marburg)

Durchfiihrung

Das Fibrinogenreagenz mul3 zunichst in destilliertem Wasser gelost und bei 37 °C inkubiert
werden.
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Als Leerwertprobe dienen 90 pl gepooltes Normalcitratplasma und 10 pl physiologische
Kochsalzlosung.
Bei der Probe wird die Kochsalzlosung durch 10 pl Seeanemonenextrakt ersetzt.

Pipettierschema:

1. 110 pl Leerwertansatz oder Probe
2. 60 sec. bei 37°C

3. 200 pl Fibrinogenreagenz (37°C)
4

Gerinnungszeit bestimmen

Als Analysengerét dient — wie bei den Bestimmungen zuvor — das BCS von Dade Behring.
Zur Auswertung mufl zunéchst fiir jedes Gerét und fiir jede neue Charge des Testreagenzes
eine Bezugsgerade erstellt werden. Dazu gibt es das Fibrinogen Kalibrator-Kit. Die darin
enthaltenen Kalibratoren werden als Probe mit dem BCS vermessen und die ermittelten
Gerinnungszeiten in doppeltlogarithmischer Form aufgetragen. Die Angabe der
Fibrinogenkonzentration erfolgt in mg/dl. Die erhaltene Bezugskurve kann nun fiir jede
Messung mit derselben Charge des Fibrinogenreagenzes zur Auswertung herangezogen
werden. Allerdings ist es notwendig, jeden Tag Kontrollen mit den entsprechenden
Kontrollplasmen durchzufiihren (Kontroll-Plasma N fiir den normalen und Kontroll-Plasma P
fiir den pathologischen Wertebereich).

2.4.13 Protein-C-Bestimmung

Prinzip

Bei dem Protein C handelt es sich um einen wichtigen Inhibitor des plasmatischen
Gerinnungssystems. Durch Aktivierung, die vor allem durch die Komplexbildung von
Thrombin mit Thrombomodulin beschleunigt wird, kommt es zur Bildung von aktiviertem
Protein C (APC). Dieses APC besitzt Serinproteasenaktivitdt und kann daher die Faktoren Va
und VIlIa des plasmatischen Gerinnungssytems inaktivieren. Diese beiden Faktoren tragen —
wie zuvor gesehen — mafgeblich zu einer lawinennartigen Steigerung der Thrombinbildung
bei. AuBlerdem steigert APC die Fibrinolyseaktivitit. Aus diesen Fahigkeiten kann man
ersehen, dal APC einen entscheidenden Beitrag zur Vermeidung thromboembolischer
Ereignisse leistet.

In der Klinik wird die Protein-C-Diagnostik vor allem zur Abklarung vendser oder arterieller
Thromboembolien eingesetzt, besonders wenn diese vor dem 40. Lebensjahr, in auffilliger
Haufigkeit, an ungewdhnlichen Orten oder zu bestimmten Zeitpunkten (z. B.
Schwangerschaft) auftreten.

Es gibt verschiedene Methoden zur Protein-C-Bestimmung. In dieser Arbeit findet die
Bestimmung mit Hilfe eines chromogenen Substrats Anwendung. Im Klinikalltag kann es mit
dieser Methode bei Patienten mit Vitamin-K-Mangel oder bei Patienten, die unter
Cumarintherapie stehen, zu falsch hohen Ergebnissen kommen. Diese Tatsache laBt sich
dadurch erklédren, daB fiir die Synthese des funktionsfdahigen Protein C eine y-Carboxylierung
von Glutaminsdureresten am N-terminalen Ende notwendig ist, die nur unter Einwirkung von
Vitamin K mdglich ist. Allerdings sind auch die nichtfunktionsfdhigen, decarboxylierten
Protein-C-Vorstufen in der Lage, das eingesetzte chromogene Substrat zu spalten, wodurch
eine Absorption der Probeldosung gemessen wird, die nicht der tatsdchlichen Aktivitit des
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vorhandenen Protein C entspricht. In solchen Féllen muf} die Bestimmung mittels des Protein-
C-Gerinnungstests erfolgen. Da aber in dem vorliegenden Untersuchungsmaterial (gepooltes
Normaplasma) derartige Einfliisse ausgeschlossen werden konnen, kann die Methode mit dem
chromogenem Substrat fiir die vorliegende Aufgabenstellung herangezogen werden.

Bei der Protein-C-Bestimmung wird zundchst das Protein C im Plasma mittels des
Schlangengiftes Protac aktiviert. Das APC setzt dann das zugefiigte chromogene Substrat um,
wodurch ein Farbstoff entsteht, der photometrisch bei 405 nm vermessen wird. Die
gemessene Absorption ist der Protein-C-Aktivitét proportional.

Material

e Berichrom® Protein C-Testkit (Dade Behring, Marburg):
- Protein-C-Aktivator: Extrakt aus dem Gift der Agkistrodon contortrix
- Substrat-Reagenz: pyro-Glutaminsiure-Prolin-Arginin-methoxy-nitroanilid
- HEPES-Puffer (25 mmol/l, pH 8,25)

e gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)

e BCS-Gerit (Dade Behring, Marburg)

Durchfiihrung

Zundchst mufl wieder einmal eine Leerwertmessung mit gepooltem Normalplasma und
physiologischer Kochsalzlosung erfolgen. Dazu werden 90 pl Citratplasma mit 10 pl
Kochsalzlosung sorgfiltig gemischt und bei 37°C inkubiert. Die Proben werden alle so
prapariert, daBl jeweils 90 ul gepooltes Normalplasma mit 10 pl der jeweiligen
Seeanemonenfraktion (Konzentration von 1 mg/ml) zusammengegeben werden. Auch hier
folgt eine Inkubation bei 37°C.

Der Protein-C-Aktivator von der Firma Dade Behring (Marburg), bei dem es sich um einen
Extrakt aus dem Gift der Schlange Agkistrodon contortrix handelt, mufl zunichst in der
vorgegebenen Menge an mitgelieferter HEPES-Pufferlosung geldst werden, um anschlieBend
auf 37°C temperiert zu werden.

Das Substrat-Reagenz (Dade Behring, Marburg), welches das chromogene Substrat enthilt,
mufl vor Anwendung in der vorgegebenen Menge destilliertem Wasser geldst und ebenfalls
auf 37°C erwédrmt werden.

Auch diese Messung wird mittels des BCS-Gerites durchgefiihrt. Die Messung erfolgt nach
der kinetischen Methode.

Pipettierschema:

1. 100 pl Plasmaprobe

1000 pl Protein C-Aktivator

Mischen und exakt 5 min bei 37°C inkubieren
200 pl Substrat-Reagenz

Mischen und AE (405 nm) in nm/min bestimmen. Nach ca. 15 sec die Extinktion
ablesen und gleichzeitig die Stoppuhr starten. Nach genau 60 und 120 sec Ablesung
wiederholen, die jeweiligen AE/min durch Differenzbildung berechnen und aus beiden
MeBwerten den Mittelwert bilden.

wok
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2.4.14 Aktiviertes-Protein-C-Resistenz-Bestimmung (APC-Resistenz)

Prinzip

Der héufigste angeborene Risikofaktor fiir eine Thrombophilie im europdischen Raum ist die
Resistenz gegen aktiviertes Protein C (APC). Die Ursache fiir diese Resistenz ist zumeist in
der Mutation des Gens, welches fiir den Gerinnungsfaktor V kodiert, begriindet. Dadurch
kommt es in der Aminosduresequenz des Faktors V zu einem Austausch des Argininrests in
Position 506 gegen einen Glutaminrest. Diese Mutation sorgt dafiir, dal der mutierte Faktor V
resistent gegeniiber der Einwirkung des APC wird. Beschrieben wurde diese Mutation
erstmals 1991 in der hollindischen Stadt Leiden, weswegen man auch von dem Faktor-V-
Leiden oder der Leiden-Mutation spricht. Oftmals werden APC-Resistenz und Faktor-V-
Leiden gleichgesetzt, was in den meisten Fillen auch der Wahrheit entspricht. Allerdings gibt
es in seltenen Fillen APC-Resistenzen, die nicht durch die oben beschriebene Mutation
bedingt sind. So kann die Mutation auch eine andere Position in der Aminosduresequenz
betreffen.

Bei dem Faktor V Leiden unterscheidet man zwischen einer homozygoten und einer
heterozygoten Mutation in dem Faktor-V-Gen. Homozygote Patienten haben ein 50- bis 100-
fach erhohtes Thromboserisiko im Vergleich zu Patienten ohne diesen Defekt, bei
heterozygoten Patienten liegt dieses Risiko siebenfach hoéher. Kommen weitere
Risikofaktoren hinzu, steigt das Risiko deutlich an. So verursacht die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva eine 30-fache Steigerung des Risikos bei heterozygoten Patienten im Vergleich
zu Nichttragern der Mutation.

In der Klinik wird diese Bestimmung routinemdBig durchgefiihrt zur Abklidrung bei
Thrombosen, die vor dem 40. Lebensjahr auftreten. Ebenso sollte bei familidr gehéuft
auftretenden vendsen Thromboembolien, besonders bei jugendlicher Thromboseneigung, bei
wiederholten thronboembolischen FEreignissen, bei Thrombosen mit ungewo6hnlicher
Lokalisation, Thrombosen in der Schwangerschaft oder im Wochenbett sowie bei
Thrombosen unter Einnahme von Ovulationshemmern eine APC-Resistenzuntersuchung
stattfinden.

Zur Bestimmung der APC-Resistenz wird eine Variante der aPTT-Bestimmung, ndmlich die
Methode nach Dahlbédck, angewendet. Dabei handelt es sich um eine Doppelbestimmung der
aPTT mit und ohne Zusatz einer standardisierten Menge an aktiviertem Protein C. Der Ansatz
ohne APC dient als Leerwert. Das zugesetzte APC inaktiviert die Gerinnungsfaktoren Va und
VlIlla, wodurch die aPTT im Vergleich zu dem Leerwert eine 2- bis 3-fache Verlangerung
erfahrt. Liegt eine APC-Resistenz vor, so spricht der Faktor Va nicht auf die inhibitorische
Wirkung des aktivierten Protein C an und es ist keine deutliche Verldngerung der aPTT im
Vergleich zum Leerwert zu erwarten (weniger als das 2-fache). Der EinfluB3 anderer Faktoren
des Gerinnungssystems auf die aPTT kann durch Zusatz von Faktor-V-Mangelplasma
ausgeschlossen werden.

Die APC-Resistenz wird als Ratio angegeben:

APC-Resistenz = aPTT (nach Zusatz von APC) / aPTT (Leerwert)

Material
e Coatest APC Resistance V (Firma Chromogenix, Westminster, Colorado)
e Calciumchloridlosung, 25 mmol/l (eigene Herstellung)
o destilliertes Wasser (eigene Herstellung)
e physiologische Kochsalzlosung (eigene Herstellung)
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o Kugelkoagulometer 10 (Amelung)

Durchfiihrung

Alle Reagenzien werden vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht. Die
Calciumchloridldosung und das APC-Reagenz miissen bei 37°C inkubiert werden.

Fiir den Leerwert werden 900 pl gepooltes Normalplasma mit 100 ul physiologischer
Natriumchloridlésung versetzt. Zur Vermessung der Proben werden jeweils 900 pl gepooltes
Normalplasma mit 100 pl Seeanemonenfraktion versetzt.

Nun muf} jede Probe zweimal vermessen werden: einmal mit und einmal ohne APC-Reagenz.
Fiir die Messung mit APC-Reagenz werden je 100 pl Probe (Seeanemonen-Plasma-Mischung
bzw. fiir den Leerwert Kochsalzlgsung-Plasma-Mischung) mit 100 pl APC-Reagenz
gemischt. Bei der Vermessung ohne APC-Reagenz werden anstelle des Reagenzes 100 pl
Kochsalzlosung eingesetzt. Alle Ansdtze miissen nun mindestens drei Minuten bei 37°C
inkubiert werden.

Nach der Inkubation wird ein Teil Calciumchloridlosung zu den Ansitzen gegeben und die
Zeitmessung der Fibrinbildung instantan gestartet.

Es werden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.4.15 Plasminogen-Bestimmung

Prinzip

Plasminogen ist das Proenzym der fibrinolytischen Serinprotease Plasmin. Plasmin an sich ist
eher eine unspezifische Protease, die neben Fibrin auch Fibrinogen, Faktor VIII und Von-
Willebrand-Faktor spaltet. Plasmin hat die Fahigkeit, Fibringerinnsel aufzulésen, was fiir eine
erfolgreiche Rekanalisation verschlossener Gefdfle unerldBlich ist. Normalerweise ist die
Konzentration an Plasminogen im Plasma recht hoch, so daf es relativ selten zu relevanten
Mangelzustinden kommt. Auftreten konnen diese Mangelzustinde bei Hyperfibrinolyse
(Plasminédmien), systemischer fibrinolytischer Therapie, eingeschrankter Syntheseleistung der
Leber, Verbrauchskoagulopathie, groBeren operativen Eingriffen und als physiologischer
Befund beim Neugeborenen.

Erhohte Plasminogenkonzentrationen findet man wihrend Akuter-Phase-Reaktionen (z. B.
Entziindungen) und im letzten Trimenon der Schwangerschaft. Auch bei Diabetes mellitus
und Karzinomen konnen erhohte Plasminogenspiegel beobachtet werden.

Plasminogen mufB3 zunédchst zu Plasmin aktiviert werden. Hierfiir stehen im Plasma
verschiedene Aktivatoren zur Verfiigung, allen voran der Gewebeplasminogenaktivator (t-
PA). Auerdem zu nennen wiren die Urokinase und das Kontaktsystem der Gerinnung.

Therapeutisch einsetzbar ist die Streptokinase, welche ein bakterielles Produkt ist. Die
Streptokinase selbst ist kein Enzym. Vielmehr bildet sie mit dem Plasminogen einen 1:1-
Komplex, welcher nun wiederum befahigt ist, freies Plasminogen zu aktivieren.

Plasminogen hat eine hohe Affinitdt zu Fibrin, so da3 es an den Orten des Bedarfs zu einer
Anreicherung des Plasminogens kommt. Freies, im Plasma befindliches Plasmin wird relativ
rasch inaktiviert durch den Plasmininhibitor (o,-Antiplasmin) oder auch durch Antithrombin.
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Die Methode der Wahl ist die Bestimmung der biologischen Aktivitit des Plasminogens mit
Hilfe eines chromogenen Substrats. Zu diesem Zwecke wird Plasminogen durch Zugabe von
Streptokinase im Uberschuf3 in einen Streptokinase-Plasminogen-Komplex (1:1)
umgewandelt. Dieser Komplex besitzt die Féhigkeit, das chromogene Substrat zu spalten,
wodurch ein Produkt entsteht, welches anschlieBend photometrisch bei 405 nm vermessen
wird.

Material

e Berichrom® Plasminogen-Testkit (Dade Behring, Mahrburg):
- Streptokinase-Reagenz (Streptokinase in Phosphatpuffer)
- Plasmin-Substrat-Losung (mit dem chromogenen Substrat HD-
Norvalylcyclohexylalanyl-lysyl-p-nitroanilid, 3 mmol/l)

e destilliertes Wasser (eigene Herstellung)
e gepooltes Normalplasma (eigene Herstellung)
e Kontroll-Plasma N und Kontroll-Plasma P (Dade Behring, Marburg)
e BCS-Gerit (Dade Behring, Marburg)
Durchfiihrung

Zunichst miissen das Streptokinase-Reagenz und das Plasmin-Substrat in der angegebebnen
Menge destilliertem Wasser gelost, um anschlieend bei 37 °C inkubiert zu werden.

Pipettierschema:

1. 20 pl Plasma-Probe (gepooltes Normalplasma mit NaCl bzw. Seeanemonenfraktion)
Streptokinase-Reagenz
mischen und bei 37°C inkubieren

100 pl Plasmin-Substrat

A

mischen und AE405 n/min bestimmen: innerhalb von 30 sec die Extinktion ablesen,
Stoppuhr starten und nach 60 bis 120 Sekunden Extinktion erneut ablesen, die
jeweiligen AE4¢s n/min durch Differenzbildung berechnen und den Mittelwert bilden

Zu jeder MefBserie mull ein Standardplasma mit genau definiertem Sollwert der
Plasminogenaktivitit (Prozent der Norm) mitvermessen werden. Aus dieser Messung 148t sich
ein Faktor F ermitteln, der zur Berechnung der Plasminogenaktivitdt der Proben benotigt
wird.

F = Sollwert [% der Norm] / AE 405 nm/min

Mit Hilfe dieses Faktors berechnet sich die Plasminogenaktivitéit der Probe wie folgt:

Plasminogenaktivitit [% der Norm] = F - AE40s5 nm/min
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2.4.16 Tissue-Plasminogenaktivator-(t-PA)-Bestimmung

Prinzip

Bei dem t-PA handelt es sich um den wichtigsten physiologischen Plasminogenaktivator.
Ohne ihn wiirde eine physiologische Fibrinolyse im menschlichen Blut nicht moglich sein.
Auch t-PA ist eine Serinprotease, die allerdings bereits im aktiven Zustand aus dem Endothel
an das Blut abgegeben wird. Ebenso wie das Plasminogen wird der t-PA an Fibrin gebunden,
welches wiederum die Aktivitit von t-PA um ein Vielfaches steigert. Durch diese Tatsache
wird gewdhrleistet, dal die fibrinolytische Aktivitit hauptsdchlich am Ort des Bedarfs
entfaltet wird.

Gebildet wird t-PA vor allem im Endothel. Stimuliert wird diese Bildung durch Faktoren wie
StreBB, Venenstau und vasoaktive Substanzen. Zudem konnen Tumore (metastasierendes
Prostatakarzinom) und schweres Leberversagen zu erhdhten t-PA-Spiegeln fiihren.

Ein zu niedriger t-PA-Spiegel kann beispielsweise bei vendsen und arteriellen
VerschluBBkrankheiten, bei Diabetes mellitus, bei der koronaren Herzkrankheit, bei adipdsen
Patienten, bei Patienten mit Hypertriglyceriddmie und bei Einnahme von Ovulationshemmern
auftreten.

Zur Bestimmung der t-PA-Aktivitit wird hier eine immunologische Methode herangezogen.
So handelt es sich bei dem Test um einen Einschritt-Enzymimmunoassay nach dem
Sandwich-Prinzip (ELISA: enzyme linked immuno sandwich assay). Dabei wird t-PA an
stationdre Antikorper auf Mikrotiterplatten gebunden. Danach wird an die gebundenen t-PA-
Molekiile ein zweiter Antikorper gebunden, der iiber eine Peroxidaseaktivitit verfiigt. Auf
diese Weise entsteht eine sandwichartige Anordnung der Antikdrper und des t-PA mit dem t-
PA in der Mitte. Dabei ist jedes t-PA-Molekiil mit genau zwei Antikoérpern verbunden.
Nachdem durch mehrere Waschvorginge die nicht gebundenen Antikdrper entfernt worden
sind, werden zu dem Ansatz chromogenes Substrat (Phenylendiamin) und Wasserstoffperoxid
gegeben, worauthin eine Farbreaktion abliuft. Die Farbintensitét ist dabei der Menge an t-PA
proportional, weswegen die photometrische Konzentrationsermittlung bei 492 nm moglich ist.

Material

o Testkit Asserachrom® t-PA (Firma Roche)

Dieses Testkit beinhaltet verschiedene Komponenten:
1) Mikrotiterstreifen, die mit t-Pa-Antikorper bezogen sind
2) t-PA-Atikorper mit Peroxidase konjugiert
3) chromogenes Substrat: o-Phenylendiamin
4) Wassestoffperoxid
5) Pufferkonzentrat (Albumin, Tween 20, Phosphatpuffer)
6) Waschlosungskonzentrat Natriumchlorid, Tween 20)
7) t-PA-Standard
8) t-PA-Kontrolle

e ELISA-Reader MRX (Dynex)
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Durchfiihrung

Zunichst miissen die verschiedenen Ldsungen, wie vorgeschrieben, angesetzt und bei den
vorgegebenen Temperaturen inkubiert werden.

Zur Vermessung der Proben greift man wieder auf die Normalplasma-
Seeanemonenextraktproben mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml an Seeanemonenextrakt
zuriick. Bei dem Leerwert ist anstelle des Seeanemonenextraktes die gleiche Menge an
physiologischer Kochsalzlosung zugesetzt.

Von diesen Plasmaproben wird jeweils ein Teil mit vier Teilen Puffer geldst.

Pipettierschema:

1. 200 pl oben hergestellte Probenverdiinnung in Mikrotiterstreifen pipettieren

2. fir 2 h bei Raumtemperatur (RT) inkubieren; anschlieBend 5 x mit 250 pl
Waschldsung spiilen

3. 200 pl -Pa-Antikorper-Peroxidase-Losung

o

fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubieren; anschliefend 5 x mit 250 ul Waschlosung
spiilen; sofort nach den Spiilvorgingen o-Phenylenaminldosung zugeben

200 pl o-Phenylenaminldsung
Genau 6 min bei RT inkubieren, dann die Reaktion stoppen mit:

50 pl 3 molare Schwefelséure oder 100 pl 1 molare Salzséure

© =N W

10 min bei RT inkubieren und dann photometrische Vermessung bei 492 nm gegen
den Reagenzienleerwert (hergestellt, indem man die Plasmaproben durch die gleiche

Menge an Puffer ersetzt und der gleichen Prozedur wie die Proben unterzieht)
durchfiihren

Fiir die Auswertung muf3 eine Kalibriergerade erstellt werden. Hierfiir verwendet man die t-
PA-Standardlosung des Reagenziensatzes und stellt eine Verdiinnungsreihe nach folgendem
Schema her:

t-PA-Standardlosung:Puffer:

1) unverdiinnte t-PA-Standardldsung
2) 12

3) 14

4) 1:8

5) 1:16

6) reiner Puffer

Die Erstellung der Kalibriergeraden erfordert eine doppelt logarithmische Darstellung der
gemessenen Absorptionen gegen die t-PA-Konzentrationen in ng/ml.

Die photometrische Vermessung erfolgt mit dem ELISA-Reader MRX. Dieses Gerét erstellt
die Kalibriergerade selbstéindig, berechnet sofort die Konzentration an t-PA aus der
gemessenen Absorption und gibt das FErgebnis gleich als Mittelwert aus der
Doppelbestimmung an, ohne die Einzelwerte anzuzeigen. Diese Methode ist fiir den
Klinikalltag am praktikabelsten.
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2.4.17 Plasminogenaktivator-Inhibitor-(PAI)-Bestimmung

Prinzip

Der Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI) ist der wichtigste physiologische Inhibitor von t-PA
und Urokinase. Es gibt verschiedene Arten von PAI: Der eigentliche Inhibitor von t-PA und
Urokinase ist PAI-1. Er wird vor allem im Endothel gebildet und von dort an die Blutbahn
abgegeben. Aber auch in Thrombocyten, Hepatocyten und zahlreichen Gewebezellen kommt
PAI-1 vor. Er liegt in zwei verschiedenen Form vor: in gebundener und ungebundener Form.
Als Inhibitor aktiv ist nur die ungebundene Form. Bei dem PAI-1 handelt es sich um ein
einkettiges Polypeptid mit Serinproteaseninhibitorwirkung, er ist ein sogenanntes Serpin. Er
kann durch verschiedene Proteasen inaktiviert werden, so zum Beispiel durch
Komplexbildung mit t-PA und Urokinase oder auch durch aktiviertes Protein C (APC).
AuBerdem konnen Thrombin und Elastase PAI-1 zerstoren.

Die Reaktion mit APC verlduft normalerweise sehr langsam. Bei Anwesenheit von
Vitronectin wird sie allerdings um das 1000-fache beschleunigt, so dal PAI-1 ein potenterer
Inhibitor von APC ist als der APC-Inhibitor selbst.

Daneben gibt es noch PAI-2, welcher ausschlieflich Urokinase hemmt und nur in der
Schwangerschaft nachweisbar ist. PAI-3 ist mit dem APC-Inhibitor identisch.

Die PAI-Bestimmung beruht darauf, da in dem Probenplasma enthaltenener PAI die im
UberschuB vorgelegte Urokinase zum Teil inaktiviert. Der UberschuBl an Urokinase wandelt
wiederum zugesetztes Plasminogen in Plasmin um, welches dann ein chromogenes Substrat
spaltet. Dabei entsteht freies p-Nitroanilin, das photometrisch bei 405 nm vermessen wird.
Durch Zugabe von Chloramin T wird storendes o,-Antiplasmin mittels Oxidation inaktiviert.

Material
e Testkit Berichrom PAI (Dade Behring, Marburg)

Dieses Kit enthélt folgende Reagenzien:

1) PAI-Standard S1: 0,0 U/ml PAI

2) PAIl-Standard S2: 5 bis 7 U/ml PAI (exakte Konzentrationsangabe: siehe
Flaschenaufdruck)

3) PAI-Kontrollplasma: 2,5 bis 4,0 U/ml PAI

4) Urokinase-Reagenz: 5 IU/ml Urokinase in Tris-Puffer pH 8,4

5) Plasminogen-Reagenz: 15 CTA-U/ml Plasminogen in Tris-Puffer pH 8,4

6) Oxidans: Chloramin T, 1,8 g/

7) Plasmin-Substrat: HD-Norvalyl-cyclohexyl-alanyl-lysyl-p-nitroanilid, 0,06 mmol/I

8) Substratverdiinnungslosung: NaCl (35 g/l) und Tris (50 mmol/l) pH 8,4

o destilliertes Wasser (eigene Herstellung)

e BCS-Gerit (Dade Behring, Marburg)

Durchfiihrung

Die Reagenzien (auch das Substrat!) werden mit der angegebenen Menge an destilliertem
Wasser geldst und bei 37°C inkubiert.

Pipettierschema:
1. 50 ul Plasmaprobe mit Seeanemonenextrakt oder NaCl / Standard
2. 100 pl Urokinase-Reagenz

3. mischen und 5 min bei 37°C inkubieren
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200 pl Plasminogen-Reagenz
200 pl Oxidans
mischen und exakt 5 min bei 37°C inkubieren

500 pl Plasmin-Substrat

© N bk

mischen und AE4s.n/min bestimmen: nach 60 sec Extinktion bestimmen und
Stoppuhr starten; in 3 Intervallen von jeweils genau 60 sec die Extinktion ablesen, die
jeweiligen AE4osnm/min durch Differenzbildung berechnen und aus den 3 MeBwerten
den Mittelwert bilden

Die Auswertung erfolgt mittels eines Faktors (F), der vor jeder MeBreihe bestimmt werden
muf}. Dazu verwendet man die Standards S1 und S2:

F = PAI Aktivitits; (U/ml) / AE4ospm/ming; - AE49s5nm/ming,

PAI-AktiVité‘[pmbe (U/ ml) =Fx (AE405nm/ minSI - AE405nm/ minprobe)

2.4.18 Prikallikrein-Bestimmung

Prinzip

Bei dem Prékallikrein handelt es sich um einen Kontaktfaktor, der sich direkt an negativ
geladene Oberflichen binden kann. Es wird in der Leber gebildet und ist im Blut zu 75
Prozent an HMWK (High Molecular Weight Kininogen) gebunden. Ferner ist es das
Proenzym von Kallikrein, welches seinerseits den Gerinnungsfaktor XII zu XlIla aktiviert.
Zudem kann Kallikrein in das Fibrinolysesystem eingreifen, indem es Plasminogen und
Urokinase direkt spalten kann. Auch in dem Komplementsystem spielt es eine Rolle.

Ein Mangel an Prikallikrein manifestiert sich durch eine deutlich verlingerte aPTT.
Allerdings ist mit diesem Mangel keine erhohte Blutungsneigung verbunden, nicht einmal bei
groflen Operationen.

Bei der Prékallikreinbestimmung wird das Prékallikrein durch einen Aktivator zu Kallikrein
umgesetzt, welches wiederum ein chromogenes Substrat dergestalt spaltet, dall p-Nitroanillin
frei wird, das dann bei 405 nm photometrisch vermessen wird. Die gemessene Absorption ist
dabei der Kallikreinkonzentration direkt proportional.

Material
e Testkit Unitest' " Prekallikrein (Firma Unicorn Diagnostics, London);
Im Kit enthalten sind:

1. UnitrateTMPKK, Plasmakallikrein-Substrat: 10 pmol/vial chromogenes Substrat
(MBz-Pro-Phe-Arg-pNA); wird vor dem Einsatz in 10 ml sterilem, destilliertem
Wasser gelost

2. Prikallikrein-Aktivator: in 5 ml destilliertem Wasser 10sen

3. Puffer-Konzentrat: den Inhalt des Vials in 90 ml destilliertem Wasser 10sen; so
entsteht ein 0,05 molarer Tris-HCI-Puffer vom pH-Wert 8,0

4. Standard-Plasma: 1 ml Wasser hinzugeben, 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen
lassen, dann vorsichtig mischen
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e BCS-Gerit (Dade Behring, Marburg)

Durchfiihrung

Zunichst muB} eine Kalibriergerade mittels des beigefiigten Standardplasmas erstellt werden,
die dann zur Probenauswertung herangezogen wird. Hierbei folgt man folgendem

Verdiinnungsschema:

Standardplasma [pl]

Tris-Puffer [pl]

Aktivitat-(Standard) [ %]

75

2500

150

50

2500

100

100 %-Aktivitit (Standard)

Tris-Puffer

Standard [%]

600 200 75

400 400 50

200 600 25
0 800 0

Anschlieend werden 50 pl von jedem Testplasmansatz noch mit 2500 pl Puffer gemischt.
Die Aktivator- und Substratlésungen werden bei 37°C inkubiert

Nun pipettiert man jeweils 200 pl von jedem Plasmaansatz in eine Kiivette und inkubiert zwei
Minuten lang bei 37°C. Dann werden 200 pl von der Aktivatorlosung hinzupipettiert,
gemischt und ebenfalls zwei Minuten inkubiert. AnschlieBend fiigt man die chromogene
Substratlosung (200 pl) hinzu und mischt den Ansatz. Nach einer halben Stunde wird die
Absorption bei 405 nm gemessen.

Die Kallibriergerade erhédlt man, indem man die gemessenen Absorptionen gegen die
Standard-Prozente auftrigt.

Die Proben bzw. der Leerwert werden darauthin in gleicher Weise vorbehandelt und
vermessen.

Die Aktivitédt in U/ml erhdlt man durch Berechnung nach folgender Formel:
Prikallikrein (U/ml) = % Aktivitit x Potenz des Standards / 100

Die Potenz des Standards variiert von Charge zu Charge und ist jeweils auf dem Vial
vermerkt. Bei dem hier verwendeten Testkit liegt die Standard-Potenz bei 1,11 U/ml.

2.4.19 Bestimmung des Einflusses ausgewihlter Seeanemonenfraktionen auf die
Plittchenaggregation

Prinzip

Angewendet wird die Methode nach Born, bei der die Aggregationsfdhigkeit der
Thrombocyten im pléttchenreichen Plasma unter Zusatz von aggregationsinduzierenden
Substanzen, ndmlich Kollagen und ADP, gemessen wird. Die Aggregation wird dabei
photometrisch iiber die Bestimmung der Lichtdurchldssigkeit ermittelt. So nimmt die
Lichtdurchlissigkeit des plattchenreichen Testansatzes mit zunehmender Aggregation zu.
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Auszugehen ist davon, daf bei einer Aggregation aller enthaltenen Pléttchen der Ansatz eine
Lichtdurchldssigkeit aufweisen wiirde, die der von pldttchenarmem Plasma entspriche.
Demzufolge wird sowohl pléittchenarmes als auch plattchenreiches Plasma fiir die
Bestimmung bendtigt. Mit dem plattchenarmen Plasma wird zundchst eine
Referenzwertmessung  durchgefiihrt. Der ermittelte Referenzwert entspricht einer
Lichtdurchldsssigkeit und somit einer Pldttchenaggregation von 100 Prozent. Das
plattchenreiche Plasma (mit Kochsalzlosung bzw. mit Seeanemonenprobe) wird nun in die
Kiivette des Aggregometers, die sich zwischen einer Lichtquelle und einer Photozelle
befindet, pipettiert. Dabei ist die Kiivette auf 37 °C temperiert. Das Plasma wird wéihrend der
Bestimmung stetig durch einen im Gerét installierten Riihrer mit konstanter Geschwindigkeit
geriihrt. Durch Zugabe von ADP bzw. Kollagen wird die Aggregation induziert. Das Ergebnis
der Vermessung von plittchenreichem Plasma mit Kochsalzlosung (Leerwert) bzw.
plattchenreichem Plasma mit Seeanemonenfraktion wird in Prozent der Lichtdurchldssigkeit
des Referenzwertes angegeben. Registriert wird die Aggregatbildung als Kurve mittels eines
Schreibers (U. Budde (2002); M. Barthels, M. von Depka (2003); nach Born (1962) und
Lechner (1982)).

In der Klinik wird diese Methode zum Nachweis von Pléttchenfunktionsstorungen, die
oftmals mit verschiedenen Krankheiten wie z. B. Urdmie oder Leberfunktionsstdrungen
einhergehen, angewendet. Auflerdem ist die Thrombocytenfunktion bisweilen durch
Medikamenteneinnahme (z. B. Antirheumatika oder Penicilline) in Form einer unerwiinschten
Arzneimittelwirkung gestort.

Material

e Kollagen in einer Endkonzentration von 1,9 pg/ml (Mdlab, Hilden)

e ADP in einer Endkonzentration von 0,2 pmol/Ansatz (Mo6lab, Hilden)
plattchenreiches Plasma, das innerhalb von 60 Minuten nach Entnahme vermessen
werden mul3

e plittchenarmes Plasma fiir die Referenzwertbestimmung
o Aggregometer PAP 4 (Firma Molab, Hilden)
o Aggregometerkiivetten
e Aqua bidest (eigene Herstellung)
Durchfiihrung

Zunichst wird aus einer frischen Blutprobe durch Zentrifugation bei 150 x g (fiinf Minuten)
plittchenreiches Plasma gewonnen. Dieses wird abpipettiert, um dann den Uberstand einer
weiteren Zentrifugation bei 1500 x g (15 Minuten) zu unterwerfen. Dadurch wird
plattchenarmes Plasma erhalten, das fiir die Referenzwertbestimmung verwendet wird.

Zu 450 Mikrolitern pléttchenreichem Plasma werden 50 Mikroliter der entsprechenden
Seeanemonenfraktion (in einer Konzentration von 1 mg/ml) oder der physiologischen
Kochsalzlosung (Leerwert) pipettiert. Nach griindlicher Durchmischung werden dem Ansatz
anschlieBend entweder 50 Mikroliter ADP-Losung (0,2 pmolar) oder 50 Mikroliter
Kollagenlosung (1,9 mg/ml) hinzugefiigt, wodurch die Plittchenaggregation gestartet wird.
Von diesem Zeitpunkt an wird die Anderung der Extinktion im Vergleich zum Referenzwert
iber einen Zeitraum von fiinf Minuten mittels des Aggregometers vermessen.
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Die Auswahl der zu untersuchenden Fraktionen beschrinkt sich auf drei Fraktionen, die in
den vorangegangenen Gerinnungstests einen deutlichen EinfluB auf einige der bestimmten
Parameter zeigten. Bei diesen Fraktionen handelt es sich um die Fraktionen ASI 4c, 4d und
4e.
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2.5 Toxizitatsuntersuchungen an der Strandkrabbe

2.5.1 Allgemeines

Es ist iiber Anemonia sulcata bekannt, da} in dieser Seeanemone Polypeptide enthalten sind,
die an verschiedenen lonenkanilen eine Wirkung entfalten kdnnen. So bewirken die Toxine
ATX I, II, IIT und IV eine Verzogerung der Inaktivierung an spannungsabhidngigen
Natriumkanélen. Andere Toxine blockieren Kaliumkanile. Deren Aktivitdt ist allerdings nicht
mittels der Toxizitdtsuntersuchungen an der Strandkrabbe bestimmbar.

Mit den im Folgenden beschriebenen Versuchsreihen sollen die Natriumkanalaktivitit-
modifizierenden Eigenschaften in den einzelnen Fraktionen aufgespiirt werden, um
abschétzen zu konnen, wie effizient die Abtrennung der Toxine von den gerinnungsaktiven
Inhaltsstoffen der Anemonia sulcata mittels der angewandten Isolierungsmethode moglich ist.
Zu diesem Zweck wird sich hier die Tatsache zunutze gemacht, da3 die Strandkrabbe sehr
spezifisch mit tetanischen Kridmpfen auf die natriumkanalwirksamen Toxine der Anemonia
sulcata reagiert. Diese Methode ist als zuverldssiger Screening-Test auf die Anemonia-
sulcata-Toxine einsetzbar, der deutlich weniger Zeit- und Kostenaufwand mit sich bringt als
die Patch-Clamp-Messungen.

2.5.2 Material

e Strandkrabben (gefangen in der Ostsee)
e Insulinspritzen
e Aqua destillata

2.5.3 Durchfiihrung

Es wird eine kleine Menge einer 1-prozentigen wilBrigen Losung der entsprechenden
Testfraktion intramuskuldr in das dritte Laufbein der Strandkrabbe Carcinus maenas
injiziert. Dabei verwendet man ca. 0,1 Millilier Lésung pro 10 Gramm Strandkrabbe. Sind in
der Fraktion Toxine enthalten, so reagiert die Krabbe innerhalb weniger Sekunden mit
tetanischen Krampfen der Extremitdten auf die Injektion. SchlieBlich kommt es unter
Kontraktion der Extremititen zur vollstaindigen Lahmung und zum Tod des Tieres (L. Béress,
R. Béress, 1971). Falls keine tetanische Reaktion beobachtet werden kann, wird die
Konzentration der Testlosung erhdht, um sicherzustellen, dafl wirklich keine toxische
Wirkung in der Fraktion verborgen ist. Erfolgt nach dieser Dosiserh6hung immer noch keine
Krampfreaktion, so kann man die entsprechenden Folgefraktionen von weiteren Tests
ausschlieB3en.

Auf diese Weise ist mittels dieses Screenings eine schnelle Separation der toxischen
Fraktionen moglich. Bei der Auswahl der Fraktionen wird nach dem gleichen Prinzip wie
zuvor bei den Gerinnungstests vorgegangen. Hier werden also zunéchst die Sephadex G-50-
Folgefraktionen der XAD,-Chromatographie getestet, um gezielt diejenigen Fraktionen
herauszusuchen, bei denen eine Aktivitit im Krabbentest zu beobachten ist. Nach weiteren
Aufreinigungsschritten werden dann die Folgefraktionen der aktiven Fraktionen ebenfalls
dem Krabbentest unterzogen.
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2.6 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie findet in vielen wissenschaftlichen Bereichen Anwendung zur
Strukturaufkldrung von unbekannten Verbindungen. Aufgrund der Spezifitit und des geringen
Substanzbedarf ist diese Methode hervorragend geeignet, um Substanzen beispielsweise in
Korperflissigkeiten und Organen qualitativ und quantitativ nachzuweisen. So ist sie ein
wertvolles Instrument in der biochemischen, pharmakokinetischen, physiologischen und
toxikologischen Analytik. In dieser Arbeit wird die Massenspektrometrie zur
Molekulargewichtsaufkldrung der aus der Seeanemone Anemonia sulcata isolierten
Polypeptide herangezogen.

2.6.1 Prinzip

In der Massenspektrometrie werden Molekiile in den Gaszustand iiberfiihrt und ionisiert.
Hierzu sind verschiedene Ionisierungsprinzipien denkbar. Zur Anwendung kommt in dieser
Arbeit die sogenannte Elekrospray-lonisation (ESI). Sie bietet den Vorteil, dal auch in
Losung vorliegende Molekiile problemlos unter Atmosphédrendruck verdampft werden
konnen. Vor Einfithrung dieser Technik war es nur moglich, die Proben in festem oder bereits
gasformigem Zustand in die Probekammer einzubringen.

Bei der ESI wird die Losung der zu analysierenden Molekiile aus einer Kapillare in ein
starkes elektrostatisches Feld verspriiht. An die Kapillare wird entweder ein stark positives
oder stark negatives Potential angelegt, wodurch es gleichzeitig mit der Verneblung zu einer
Ionisierung kommt. Je nach Polaritdt der Kapillare kommt es dabei zu positiv oder negativ
geladenen Tropfchen. Zur Erzielung ausreichend hoher FluBiraten wird die ESI pneumatisch
unterstiitzt. Dies bedeutet, dal dem Spray ein warmer Stickstoffstrom (250 °C)
entgegengerichtet wird, der fiir eine effektivere Verneblung und Desolvatisierung der zu
untersuchenden Molekiile sorgt.

Zur Beschreibung der Prozesse bei der Ionisierung existieren zwei verschiedene
Modellvorstellungen.

Das dltere der beiden Modelle stammt von Dole und heilit ,,Modell des geladenen
Riickstandes* (charged-residue Modell, CRM). Es besagt, da3 die urspriinglich gebildeten
Tropfchen eine so hohe Oberflichenladung besitzen, dafl es zu Coulomb-Explosionen kommt,
aus denen kleinere geladene Tropfchen hervorgehen. SchlieBlich handelt es sich um
Tropfchen, die nur noch aus einem Analyt-Molekiil bestehen. AnschlieBend werden diese
desolvatisiert, wodurch freie, gasformige, elektrisch geladene Molekiile entstehen.

Das zweite Modell, entwickelt von Iribarne und Thomson, wird Ionenemissions-Modell (ion
evapuration model, [IEM) genannt. Es geht davon aus, daB3 die hochgeladenen Tropfchen, die
zu Beginn entstehen, direkt lonen emittieren.

Neueren Untersuchungen zufolge veranschaulichen beide Modelle jeweils Einzelaspekte der
ESI treffend. Vermutlich liegt die Wahrheit in einer Kombination der beiden Vorstellungen.
Tatsache ist, dal es bei dieser recht schonenden Methode hauptsdchlich zur Bildung von
Ionen kommt, die von dem gesamten Molekiil gebildet werden. Folglich tritt eine
Fragmentierung der Molekiile — wie sie bei vielen anderen lonisationsmethoden iiblich ist —
nicht auf. Aus diesem Grunde ist die Bestimmung des Molekulargewichts der analysierten
Substanzen recht unkompliziert. Die positiv geladenen Ionen entstehen bei der ESI durch
Anlagerung von Kationen an die zu untersuchenden Molekiile, wobei die Ladungszahl direkt
der Zahl der angelagerten Kationen entspricht. In diesem Fall werden zur Ionenbildung
Protonen herangezogen, welche der Essigsdure aus dem Losungsmittelgemisch entstammen.
Neben dem Charakteristikum der ,,Nicht-Fragmentierung™ besitzt die ESI ein weiteres
typisches Merkmal, ndmlich die Mehrfachionisierung. Prinzipiell kann man davon ausgehen,
daBl es bei Molekiilen mit einem Molekulargewicht bis 1000 Da zur Bildung von einfach
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geladenen Kationen kommt. Bei groeren Molekiilen ist mit der Bildung von mehrfach
geladenen Kationen zu rechnen. Je grofler dabei das Molekulargewicht ist, desto hoher ist die
Zahl der mittleren Ladung der gebildeten Ionen. Eben diese Mehrfachionisierung ermoglicht
die Bestimmung von Makromolekiilen mit Molekulargewichten iiber 100 000 Da. Dieser
Umstand prédestiniert diese Methode fiir die Anwendung in der Peptid- und Proteinanalytik.

Die Molekiilionentrennung erfolgt mit Hilfe einer sogenannten Ionenfalle (ion trap). Diese
besteht aus einer ringformig gebogenen Elektrode, die zu beiden Seiten von einer Endkappe
flankiert wird. An die Ringelektrode wird ein Hochfrequenzfeld angelegt, welches dafiir
sorgt, da3 die eintretenden Molekiilionen im Inneren der Elektrode gehalten werden. Um
diesen Innenraum verlassen zu konnen, bedarf es fiir die Molekiilionen je nach
Masse/Ladungsverhiltnis einer unterschiedlichen Feldstarke. Durch Variation der Feldstirke
gelingt es demnach, die Molekiilionen aufgrund ihres  unterschiedlichen
Masse/Ladungsverhiltnisses voneinander getrennt dem Detektor zuzufithren (W. D.
Lehmann, 1996). Unter den gewdéhlten Bedingungen unterbleibt — wie bereits weiter oben
erwidhnt — eine Fragmentierung der Molekiile, wodurch alle entstehenden Molekiilionen
anndhernd iiber das gleiche Molekulargewicht verfiigen. In diesem Falle erfolgt
dementsprechend die Trennung der Molekiilionen lediglich aufgund der unterschiedlichen
Ladungen.

Der Ionennachweis erfolgt im Anschluf8 aufgrund der Ladung der Teilchen mittels eines
Sekundirelektronenvervielfachers. Aufgezeichnet wird das Massenspektrum durch Auftragen
der Intensitit (Anteil der Teilchen, die in einer bestimmten Zeiteinheit detektiert werden)
gegen das Masse-Ladungsverhiltnis (m/z).

2.6.2 Material und Geriate

e Massenspektrometer: Esquire-LC (Firma Bruker, Bremen)

e Software: Bruker Daltonics Data Analysis (Bruker, Bremen)

e Aqua bidest (ipse)

e Acetonitril, HPLC-Grade (Merck, Darmstadt)

e FEisessig (Merck, Darmstadt)
2.6.3 Aufbau
Ionisierungseinheit: Electrosprayionisations-Vorrichtung
Analysator: Ionenfalle
Detektion: Sekundirelektronenvervielfacher
Aufzeichnung: PC mit entspr. Bruker-Software
2.6.4 Durchfiihrung

Von den zwolf zu untersuchenden Proben werden jeweils ca. 0,1 Milligramm eingewogen
und in einem Losungsmittelgemisch aus jeweils 100 Mikrolitern Aqua bidest und Acetonitril
mit 10 Mikrolitern Eisessig geldst. Die zugesetzte Essigsdure stellt sicher, daf3 sich lediglich
protonierte Ionen bilden und kein anderes Kation zur Ionenbildung herangezogen wird. Dies
ist entscheidend, um bei der Auswertung das korrekte Molekulargewicht berechnen zu
konnen.

Die geloste Probe wird nun durch das Probeneinlafsystem in das Massenspektrometer
eingebracht. An der Kapillare liegt eine Spannung von -4000 V, an der entsprechenden
Gegenelektrode -500 V. Durch diese Potentialdifferenz kommt es zur lonisierung der
versprithten Probentropfchen. Ein Stickstoffstrom mit einem Druck von 3 Psi sorgt fiir eine
feine Verneblung. Die gewihlte FluBrate betrdgt 100 Mikroliter pro Stunde. In dem Ion-Trap-
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Gerit laufen nun mehrere Messungen der gleichen Probe hintereinander ab. Beim Erreichen
von reproduzierbaren Ergebnissen konnen die Messungen an einer Probe abgebrochen
werden. Das zur Auswertung herangezogene Massenspektrum entspricht dabei dem
gemittelten Massenspektrum aller Messungen an der gleichen Probe.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Isolierungsmethode
3.1.1 Ergebnisse der Adsorptionschromatographie an Serdolit AD-2

Das Sdulenmaterial Serdolit AD-2 ist in der Lage, biologisch aktive Polypeptide und Proteine
zu binden. Salze, stark polare Verureinigungen und andere biologische Makromolekiile (z. B.
Polysaccharide und Nucleinsiduren) konnen durch diesen Chromatographieschritt bereits von
den Peptiden abgetrennt werden, da sie ungebunden die Sédule verlassen. Bei der Anwendung
des Essigsauregradienten entsteht folgendes Chromatogramm:
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Abb. 7: Chromatographie des Rohextraktes aus 2,6 kg Anemonia sulcata an Serdolit-AD-2-Chromatographie mit einem
Wasser-Essigsdurestufengradienten (0 %, 12,5 %, 50 % und 80 % Essigséure)

Bei der Elution ergeben sich acht verschiedene Hauptfraktionen (1, 2, 3, 4, 5, 6/1, 6/2 und
6/3). In den ersten beiden Fraktionen, die mit Ammoniumacetatpuffer (1 molar) von der
Saule gespiilt werden, sind wasserlosliche, stark polare Substanzen enthalten (Nucleinséduren,
Polysaccharide, Peptide, Proteine etc., wie auch anorganische Salze), die sich nicht an das
Sdulenmaterial binden. Sie sind bisher nicht weiter untersucht worden.

Die dritte Fraktion wird durch destilliertes Wasser eluiert. Sie enthdlt Polypeptide und
Proteine, die ebenfalls noch relativ starke Polaritit aufweisen und sich daher nur locker an das
Serdolit® AD-2 binden.

In der vierten Fraktion, die mittels 12,5-prozentiger Essigsdure von der Sdule eluiert wird,
sind Polypeptide bzw. Proteine mittlerer Polaritét enthalten.

Etwas schwécher polare Polypeptide oder Proteine sind in der Fraktion 5 zu erwarten, welche
sich bei einer Essigsdurekonzentration von 50 Prozent von der Sdule 16st.

Die Fraktionen 6/1 bis 6/3 werden bei einer Essigsdurekonzentration von 80 Prozent eluiert
und enthalten demnach relativ unpolare Polypeptide oder Proteine, die aufgrund ihrer starken
Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial erst zu diesem spéten Zeitpunkt eluiert werden.
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Die Fraktionen 3, 4, 5, 6/1, 6/2 und 6/3 werden im Wasserstrahlpumpenvakuum eingeengt
und lyophilisiert, um anschlieend auf Sephadex G-50 weiter aufgetrennt zu werden.

3.1.2 Ergebnisse der Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-50
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Abb. 8: Chromatographie von XAD,-Fr. 3 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsédure

Bei der GroBenausschlulchromatgraphie wird die Serdolit-Fraktion 3 in sechs
Folgefraktionen aufgetrennt. Die eindeutig grofite Absorption wird bei Folgefraktion 6
gemessen. Dies bedeutet, dal die Hauptmenge der in der Serdolit-AD-2-Fraktion 3
enthaltenen Polypeptide aus Molekiilen mit einem mittleren Molekulargewicht um 5000
Dalton besteht.
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Abb. 9: Chromatographie von XAD,-Fr. 4 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigséure
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Die Serdolit-Fraktion 4 wird mittels der Gelfiltrationschromatographie in sechs Fraktionen
zerlegt, wobei die Fraktionen 3 und 3b nach der Chromatographie vereinigt werden.

In dem Chromatogramm ist zu erkennen, da die Absorption bei der Fraktion 3+3b am
hochsten ist. Daran ist zu erkennen, daBl auch in der XAD,-Fr. 4 die Polypeptide von
mittlerem Molekulargewicht mengenmifBig dominieren. Allerdings ist auch bei den
Fraktionen 1 und 1b ein deutlicher Peak zu beobachten. Es sind folglich auch etwas
hohermolekulare Polypeptide in der Serdolit-AD-2-Fraktion 4 zu finden.
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Abb. 10: Chromatographie von XAD,-Fr. 5 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigsaure

Auch die Gelfiltrationschromatographie der Serdolit-Fraktion S5 liefert sechs
Folgefraktionen. Ein deutlicher Peak gehort zu der Fraktion 1. Diese Fraktion enthilt
hohermolekulare Substanzen. Danach folgen zwei Fraktionen (Fraktion 2 und 3), die bei 280
Nanometern das Licht nicht sehr ausgeprigt absorbieren. Dies deutet entweder darauf hin, daf3
in ihnen kaum Polypeptide oder Proteine enthalten sind, oder es handelt sich um Polypeptide
bzw. Proteine, die kaum aromatische Aminosiuren enthalten.

Der grofite Peak wird durch die Fraktionen 4a und 4b hervorgerufen. Bei ihnen handelt es sich
um Substanzen von mittlerem Molekulargewicht.

Damit weist das Chromatogramm einen dhnlichen Verlauf auf wie die vorangegangenen
Gelfiltrationschromatographien: Auch hier liberwiegen die Polypeptide mit einem mittleren
Molekulargewicht.
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Abb. 11: Chromatographie von XAD,-Fr. 6/1 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigséure

Laut des Chromatogramms wurde die Serdolit-Fraktion 6/1 in sechs Folgefraktionen
aufgereinigt.

Die Fraktion 1 macht den eindeutig grofften Peak des Chromatogramms aus. Die
Lichtabsorption der Fraktionen 2 und 3 bei 280 Nanometern ist nicht so hoch. Die
Zwischenfraktion 3-4 weist eine noch geringere Absorption bei 280 Nanometern auf, wahrend
die Fraktion 4 wiederum bei dieser Wellenldnge stirker absorbiert. Die letzte Fraktion,
Fraktion 4b, hat von allen Fraktionen die geringste Absorption vorzuweisen.

Folglich zeigen sich bei dieser Gelfiltrationschromatographie andere Mengenverhiltnisse als
bei den vorangegangenen. So herrschen in der XAD,-Fr. 6/1 die hohermolekularen
Polypeptide vor.
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Abb. 12: Chromatographie von XAD,-Fr. 6/2 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigséure
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Fiinf Folgefraktionen ergeben sich aus der GroBenausschluchromatographie der Serdolit-
Fraktion 6/2.

In diesem Chromatogramm findet man einen ausgeprigten Peak bei der Fraktion 1. Diese
Fraktion enthilt hohermolekulare Substanzen. Ein weiterer Peak befindet sich bei der
Fraktion 4, die aus Substanzen mittleren Molekulargewichts besteht. Die iibrigen Fraktionen
(2, 3 und 4 b) weisen eine nur sehr geringe Absorption bei 280 Nanometern auf.

Somit ist bei dieser Fraktion ein dhnliches Mengenverhéltnis zu beobachten, wie bei XAD,-
Fr. 6/1. Auch hier wird das Chromatogramm eindeutig von den héhermolekularen Substanzen
bestimmt.

Ein vergleichbares Bild ergibt die Gelfiltrationschromatographie der XAD,-Fr. 6/3:

12

104

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]

0 20 40 60 80 100

Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 13: Chromatographie von XAD,-Fr. 6/3 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer Essigséure

Der Gelfiltrationschromatographie der  Serdolit-Fraktion 6/3  entspringen  vier
Folgefraktionen. Ansonsten dhnelt das Chromatogramm dem der Fraktion 6/2. So verursacht
die Fraktionl, welche hohermolekulare Substanzen enthilt, einen ausgeprdgten Peak. Ein
kleinerer Peak wird durch die Fraktion 4 erzeugt. Die Fraktionen 2 und 3 absorbieren bei 280
Nanometern hingegen in keinem nennenswerten Ausmalle.

Die gewonnenen Fraktionen der Sephadex G-50-Chromatographie werden mit Hilfe von
Biichi-Rotationsverdampfern im Vakuum einrotiert und mittels Gefriertrocknung
lyophilisiert, um anschlieBend biologischen Aktivititstests unterzogen zu werden. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im Detail den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen
(siche Kapitel 3.3: , Ergebnisse der Gerinnungsanalysen®, ab Seite 130; siche Kapitel 3.4:
,Ergebnisse der Toxizitétstests an der Strandkrabbe®, ab Seite 149).

Die Fraktionen, die bei diesen Untersuchungen die interessantesten Ergebnisse liefern,
werden dann durch Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 weiter
aufgereinigt.

Zwecks besserer Ubersichtlichkeit sollen an dieser Stelle zuniichst die Chromatographie-
ergebnisse der gerinnungsaktiven Fraktionen gezeigt werden. Im Anschluf daran folgen die
Chromatogramme der weiteren Toxinfraktionsaufreinigung.
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3.1.3 Serdolit AD-2 Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b

3.1.3.1 Ergebnisse der lonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25

Die Fraktion, die sich in den Gerinnungsanalysen als vielversprechend erweist, ist die
Fraktion XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b.
Diese wird zunéchst einer lonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 unterzogen.
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Abb. 14: Chromatographie von XAD,-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b an SP Sephadex C-25 mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Die Fraktion XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b wird mittels der durchgefiihrten
Ionenaustauschchromatographie in 25 Fraktionen aufgetrennt. Diese Auftrennung wird durch
einen linearen Puffergradienten von 0,01 molarem auf 1 molaren Ammoniumacetatpuffer (pH
5,4) erreicht. Die jeweiligen Fraktionen werden wie folgt von der Saule eluiert:

e Fraktionen 1 bis 3: 0,01- molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 4 bis 9: Gradient von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer
e Fraktionen 10 bis 11: 0,1 molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 12 bis 15: Gradient von 0,1 auf 0,3 mlaren Puffer

e Fraktionen 1 bis 16: 0,3 molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 17 bis 21: Gradient von 0,3 auf 1 molaren Puffer

e Fraktionen 22 bis 25: 1 molares Puffergleichgewicht

Die gewonnenen Fraktionen werden anschlieBend einer Entsalzungschromatographie an
Sephadex G-50 unterzogen, um danach ihre Aktivitit in weiteren Gerinnungsanalysen
(Thrombinzeit, Fibrinogen-, Protein-C-, APC-Resistenz-, Plasminogen-, t-PA-, PAI- und
Prikallikrein-Bestimmung, Plattchenfunktionstest) zu {liberpriifen. Im Folgenden werden nur
die Chromatogramme derjenigen Fraktionen gezeigt, die sich in diesen Untersuchungen als
besonders aktiv erwiesen haben. (Die genauen Untersuchungsergebnisse sind in den
entsprechenden Kapiteln 3.3.3 bis 3.3.11 ab Seite 136 aufgefiihrt.) Dabei handelt es sich um
folgende Fraktionen:

e XAD;-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 10
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o XAD;-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 16
e XAD;-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 17
® XAD;-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 19
e XAD;-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 20

Nachfolgend sind die Chromatogramme dieser Entsalzungen aufgefiihrt:

3.1.3.2 Ergebnisse der Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-50
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Abb. 15: Chromatographie von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. Fr.10 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer
Essigsdure

Durch die Chromatographie an Sephadex G-50 gelingt eine weitere Aufspaltung von XAD,-
Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. Fr.10 in zwei Folgefraktionen. Zudem kommt das
Salz erst deutlich nach den beiden Substanzpeaks, was der Anstieg der Leitfahigkeit zeigt.
Somit ist es gelungen, die beiden Folgefraktionen salzfrei zu gewinnen.
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Abb. 16: Chromatographiec von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 16 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure

Bei diesem Entsalzungsschritt von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr.
16 an Sephadex G-50 werden vier Folgefraktionen gewonnen, die ebenfalls alle salzfrei
vorliegen. Das Salz wird auch hier erst nach den Substanzpeaks von der Séule eluiert.
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Abb. 17: Chromatographie von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Sephadex C-25 Fr.17 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure

Die drei aus der Entsalzung von XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Sephadex C-25
Fr.17 an Sephadex G-50 hervorgegangenen Fraktionen werden alle deutlich vor dem Salz
von der Sdule gespiilt.
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Abb. 18: Chromatographie von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 19 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsiure

Hier ergeben sich aus XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 19 zwei
Folgefraktionen bei dem Entsalzungsschritt, der auch in diesem Falle erfolgreich verlaufen ist.
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Abb. 19: Chromatographiec von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 20 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure

Auch hier ist eine gelungene Entsalzung von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph.
C-25 Fr. 20 vorzuweisen, der zwei salzfreie Folgefraktionen entspringen.
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3.1.3.3 Ergebnisse der weiteren Aufreinigung der gerinnungsaktiven Fraktionen mittels
Ionenaustausch- und Gelfiltrationschromatographie

Anhand der durchgefiihrten Gerinnungsanalysen und der HPLC-Ergebnisse werden nun
diejenigen Fraktionen herausgesucht, bei denen sich eine weitere Aufreinigung mittels
sidulenchromatographischer Verfahren anbietet. Zur Erinnerung seien diese Fraktionen hier
noch einmal kurz aufgefiihrt:

Tabelle 6: gerinnungsaktive Proben fiir die weitere Aufreinigung

Proben-Nummer | bisherige Isolierungsschritte zur Gewinnung der Fraktion
ASIGP 2 XADs-Fr. 4/G50 Fr. 3+3b/SP Fr. 10/G50 Fr. 1
ASIGP 3 XAD»-Fr. 4/G50 Fr. 3+3b/SP Fr. 10/G50 Fr. 2
ASIGP 9 XAD,-Fr. 4/G50 Fr. 3+3b/SP Fr. 16/G50 Fr. 2

ASIGP 10 XADs-Fr. 4/G50 Fr. 3+3b/SP Fr. 16/G50 Fr. 3+4
ASIGP 11 XAD»-Fr. 4/G50 Fr. 3+3b/SP Fr. 17/G50 Fr. 2

Diese Fraktionen werden zur weiteren Aufreinigung Ionenaustauschchromatographien
unterzogen. Als lonenaustauscher kommen hierbei die drei zuvor erwéhnten
Austauscherharze zum Einsatz (siehe Kapitel 2.2.7.1, ab S. 33). Dabei ergeben sich folgende
Chromatogramme:

Leitfahigkeit [willk. Einheiten]

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]

1 2b

T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 20: Chromatographie von ASI GP 2 an Bio Rad Macro-Prep High S Support mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4
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In dem Chromatogramm wird die Ionenaustauschchromatographie der Fraktion ASI GP 2 an
Bio Rad Macro-Prep High S Support gezeigt. Es entstehen dabei drei Fraktionen, wovon
sich die erste bei dem Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer und beim 0,3 molaren
Gleichgewicht 16st. Die zweite Fraktion wird bei dem Gradienten von 0,3 auf 1 molar, und die
dritte Fraktion bei eben diesem Gradienten und dem 1 molaren Gleichgewicht von der Séule
gespiilt.
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Abb. 21: Chromatographie von ASI GP 3 an Bio Rad Macro-Prep High S Support mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Die Fraktion ASI GP 3 ergibt bei der lonenaustauschchromatographie an Bio Rad Macro-
Prep High S Support ecbenfalls drei Folgefraktionen. Der erste Peak wird im
Chromatogramm bei dem 0,3 molaren Puffergleichgewicht sichtbar. Der zweite folgt beim
Gradienten von 0,3 auf 1 molaren Puffer. Der letzte Peak erscheint beim Gradienten von 0,3
auf 1 molaren Puffer sowie beim 1 molaren Puffergleichgewicht.
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Abb. 22: Chromatographie von ASI GP 9 an Bio Rad Macro-Prep High S Support mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Aus der Ionenaustauschchromatographie der Fraktion ASI GP 9 an SP Sephadex C-25
resultieren vier Folgefraktionen, von denen die erste bei dem Gradienten von 0,1 auf 0,3
molaren Puffer, die zweite im 0,3 molaren Gleichgewicht, die dritte und vierte nacheinander
beim Gradienten von 0,3 auf 1 molaren Puffer eluiert werden.
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Abb. 23: Chromatographie von ASI GP 10 an Bio Rad Macro-Prep High S Support mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Fiinf Fraktionen zieht die Ionenaustauschchromatographie der Fraktion ASI GP 10 an SP
Sephadex C-25 nach sich. Die ersten vier Fraktionen werden dabei beim 0,3 molaren
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Puffergleichgewicht eluiert, wihrend die letzte Fraktion sich bei dem Gradienten von 0,3 auf
1 molaren Puffer von dem Sédulenmaterial 16st.
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Abb. 24: Chromatographie von ASI GP 11 an Bio Rad Macro-Prep High S Support mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Bei der Durchfiihrung der Ionenaustauschchromatographie der Fraktion ASI GP 11 an Bio
Rad Macro-Prep High S Support kann keine weitere Aufreinigung erreicht werden, da sich
lediglich ein groBer Peak aus der Chromatographie ergibt. Dieser wird bei dem Gradienten
von 0,3 auf 1 molaren Puffer von der Sdule gespiilt.

Die Chromatogramme der abschlieBenden Entsalzungen an Sephadex G-25 werden hier nicht
gezeigt, da sie im Prinzip alle sehr dhnlich aussehen. So entsteht aus allen Fraktionen nach der
Entsalzung jeweils nur eine Fraktion, die stets salzfrei gewonnen werden kann. Die einzige
kleine Ausnahme bildet die Fraktion ASI GP 9 / SP Seph. C-25 Fr. 1, aus der bei der
Entsalzung zwei Fraktionen, ndmlich die Fraktionen la und 1b hervorgehen, die beide
ebenfalls salzfrei sind.

Alle gewonnenen Fraktionen werden im Vakuum einrotiert und gefriergetrocknet. Die
anschlieBende HPLC-Analyse wird iiber die Giite der weiteren Auftrennungsversuche
Aufschluf3 geben.
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3.1.4 Serdolit AD-2 Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a

Bei den Toxizititsuntersuchungen an Krabben erweist sich vor allem die Serdolit-Fraktion
5 als besonders aktiv auf die spannungsabhidngigen Natriumkéndle (fiir Einzelheiten siche
Kapitel 3.4, ab S. 149). Aus der sich anschlieBenden Groéfenausschlulchromatographie an
Sephadex G-50 gehen zwei Fraktionen mit deutlicher Toxinwirkung hervor:

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a
XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b

Im weiteren Verlauf dieser Dissertation werden zunichst einmal die Chromatogramme der
nachfolgenden Aufreinigungsschritte der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a
aufgefiihrt.

3.1.4.1 Ergebnisse der lonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25
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Abb. 25: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a an SP Sephadex C-25 mit lincarem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Aus der Fraktion XAD, Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a ergeben sich bei der
Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 mit einem linearen
Ammoniumacetatpuffer (pH 5,4) 22 Fraktionen, die folgendermalen von der Sdule eluiert
werden:

e Fraktionen 1 und 2: 0,01 molares Puffergleichgewicht Fraktionen 3 bis 11:
e Fraktionen 3 bis 11: Gradient von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer

e Fraktion 12: 0,1 molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 13 bis 18: Gradient von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer

e Fraktionen 19 und 20: 0,3 molares GleichgewichtFraktionen

e Fraktionen 21 und 22: Gradient von 0,3 auf 1 molaren Puffer



108

3.1.4.2 Ergebnisse der Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-50

Im Anschlufl wird bei allen gewonnenen Fraktionen eine Entsalzung an Sephadex G-50
durchgefiihrt, um daraufhin erneut Toxizitdtsuntersuchungen an Krabben vorzunehmen. Im
Folgenden werden die Chromatogramme der Fraktionen gezeigt, die interessante Ergebnisse
in diesen Aktivititsuntersuchungen aufweisen. Dabei sind folgende Fraktionen besonders
hervorzuheben (fiir Einzelheiten siehe Kapitel 3.4.2 a), S. 151):

e XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 2 (eluiert beim
Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer)

o XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph. G-50 Fr. 2 (eluiert beim
Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer bzw. beim 0,1 molaren Puffergleichgwicht)

e XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 14 / Seph. G-50 Fr. 2 (eluiert beim
Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer)

e XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 1 (eluiert beim
Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer)

16
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Abb. 26: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fraktion 6 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsiure
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Abb. 27: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 12 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure
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Abb. 28 Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 14 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer
Essigsdure
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Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]
N
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Abb. 29: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 16 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure

Bei allen Entsalzungsvorgdngen werden zwei Folgefraktionen gewonnen, die alle jeweils vor
dem Salz die Saule verlassen. Somit haben alle Entsalzungen das angestrebte Ziel erreicht.

Die gewonnenen Fraktionen werden im Vakuum einrotiert, durch Gefriertrocknung
lyophilisiert und in Krabbentests auf ihre Toxinwirkung untersucht. Zudem wird mit jeder
Fraktion eine analytische HPLC zur Abschitzung des Reinheitsgrades durchgefiihrt.

An dieser Stelle mufl erneut auf die Ergebnisse der Toxizitdts- und der HPLC-
Untersuchungen vorgegriffen werden, um eine Auswahl fiir die weitere Aufreinigung treffen
zu konnen. In der nachfolgenden Tabelle sind die toxischen Fraktionen aufgefiihrt, die
zusétzlichen Reinigungsschritten unterzogen werden sollen.

3.1.4.3 Ergebnisse der weiteren Aufreinigung der Fraktionen mit Toxinwirkung mittels
Ionenaustausch- und Gelfiltrationschromatographie

Tabelle 7: Fraktionen mit Toxinwirkung fiir die weitere Aufreinigung (Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a)

Proben-Nummer bisherige Isolierungsschritte zur Gewinnung der Fraktion

01 AS 948 XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4a/SP Seph. C-25 Fr. 6/Seph. G-50 Fr.2

02 AS 193 XAD;-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4a/SP Seph.C-25 Fr. 12/Seph. G-50 Fr.2

Die ausgewihlten Fraktionen werden einer Ionenaustauschchromatographie an den zuvor
erwihnten Austauscherharzen unterzogen. Diese Aufreinigungsschritte der Toxinfraktionen
liefern folgende Chromatogramme:
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Abb. 30: Chromatographie von 01AS948 an Fractogel EMD SO;  mit linearem Ammoniumacetatpuftergradienten pH 5,4

Wie das Chromatogramm der Ionenaustauschchromatographie der Toxinfraktion 01 AS 948
an Fractogel® EMD SOj belegt, wird bereits mit 0,01 molarem Puffer ein Peptidpeak von
der Sdule gespiilt. Wahrend des sich anschlieBenden Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren
Puffer erscheint ein weiterer Peak im Chromatogramm. Ein dritter Peak zeigt sich beim
Spiilen mit 0,1 molarem Puffer. Im Anschlufl an diesen Spiilschritt wird ohne Gradienten
direkt 1 molarer Puffer verwendet. Entgegen den Erwartungen erscheint noch ein Peak bei
diesem Spiilvorgang. An dieser Stelle wire es daher besser gewesen, nicht gleich mit 1
molarem Puffer zu spiilen, sondern zuvor noch einen Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren
Puffer anzusetzen, um eine bessere Auftrennung zu erreichen.

Die gewonnen Mengen sind allerdings so minimal, daB} sich eine abschlieende Entsalzung an
Sephadex C-25 nicht lohnen wiirde. Aus diesem Grunde wird sie hier nicht durchgefiihrt.

0,01m 0,01-0,1m

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]
N
1
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12
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ADbb. 31: Chromatographie von 02AS193 an Fractogel EMD SO; mit linearem Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4
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Dieses Chromatgramm entsteht bei der lonenaustauschchromatographie der Fraktion 02 AS
193 an Fractogel EMD SOj. Insgesamt erscheinen im Chromatogramm drei Peaks. Die
ersten beiden werden bei dem Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer von der Saule
eluiert, der dritte Peak erscheint beim Spiilen mit 0,1 molarem Puffer. Beim nachfolgenden
Spiilen mit 1 molarem Puffer kommt kein Peptid mehr von der Séule.

Bei den Entsalzungen an Sephadex G-25 ergibt sich bei allen drei Fraktionen das gleiche
Bild: Es entsteht jeweils eine salzfreie Fraktion.

3.1.5 Serdolit AD-2 Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b

3.1.5.1 Ergebnisse der lonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25

Wie weiter oben bereits erwéhnt, zeigt auch die Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b
ausgeprigte Toxinwirkung bei den Krabbentests. Folglich wird auch sie einer
Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 unterzogen.
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Abb. 32: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b an SP Sephadex C-25 mit linearem
Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

In 18 Fraktionen wird die Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b mit Hilfe der
Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 unter Anwendung des linearen
Puffergradienten aufgetrennt:

e Fraktionen 1 und 2: Aqua destillata
e Fraktionen 3 bis 9: Gradient von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer
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e Fraktion 10: 0,1 molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 11 bis 15: Gradient von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer
e Fraktion 16: 0,3 molares Puffergleichgewicht

e Fraktionen 17 und 18: Gradient von 0,3 auf 1 molaren Puffer

Die gewonnenen Fraktionen werden daraufhin einer GrdéBenausschluBchromatographie an
Sephadex G-50 unterworfen. Die daraus resultierenden Fraktionen werden wiederum an
Krabben auf ihre Toxizitdt hin untersucht. Grole Wirksamkeit in diesen Krabbentests zeigt
sich vor allem bei den unten aufgefiihrten Fraktionen (fiir Einzelheiten siche Kapitel 3.4.2 b),
S. 152-153):

o XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 2 (eluiert beim
Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren Puffer)

o XAD;-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 3 (0,1 molares
Puffergleichgewicht)

o XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 11 / Seph. G-50 Fr. 1 (beim Gradienten
von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer)

o XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 12 / Seph. G-50 Fr. 1 (beim Gradienten
von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer)

3.1.5.2 Ergebnisse der Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-50

An dieser Stelle sollen nun die Chromatogramme der Entsalzungen der obig beschriebener
Fraktionen an Sephadex G-50 eingefiigt werden:
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Retentionszeit [willk. Einheiten]

ADbb. 33: Chromatographie von XAD,-Fr.5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 6 an Sephadex G-50 mit 0,3-molarer
Essigsdure

Die Entsalzung der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 6 ergibt fiinf
Folgefraktionen, wobei die vierte Fraktion mit dem Salz von der Sdule gespiilt wird. Die
fiinfte Fraktion ist hingegen wieder salzfrei. In einem weiteren Entsalzungsschritt soll nun
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versucht werden, die Fraktion 4 ebenfalls salzfrei zu gewinnen. Dazu wird als Sédulenmaterial
Sephadex G-25 verwendet, in der Hoffnung, einen besseren Trenneffekt von Peptid und Salz
erzielen zu konnen. Das Chromatogramm dazu folgt im Anschluf3:
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Abb. 34: Chromatographie von XAD,-Fr.5 / Seph. G-50 Fraktion 4b / SP Seph. C-25 Fraktion 6 / Seph. G-50 Fraktion
4 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsdure

Bei dieser Entsalzungschromatographie an Sephadex G-25 ergeben sich drei Fraktionen.
Wihrend es gelingt, die erste davon salzfrei darzustellen, wird die zweite gleichzeitig mit dem
Salz eluiert. Die dritte Fraktion ist wiederum salzfrei.
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Abb. 35: Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure
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Von den sieben bei der GroBenausschluSchromatographie an Sephadex G-50 aus XAD,-Fr.
5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 gewonnenen Fraktionen sind fiinf nach der
Chromatographie salzfrei (Fraktion la, 1, 2a, 2b und 5). Die Fraktionen 3 und 4 verlassen
zusammen mit dem Salz die Sédule. Auch hier wird im Anschlu3 versucht, die salzhaltigen
Fraktionen mittels erneuter Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-25 von dem Salz
zu befreien:
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Abb. 36: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 3 an Sephadex
G-25 mit 0,3-molarer Essigsdure

Die Fraktion 3 der zuvor durchgefiihrten Chromatographie an Sephadex G-50 wird bei der
Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-25 in vier Fraktionen aufgetrennt. Von diesen
sind drei salzfrei (Fraktionen 1, 2 und 4). Die Fraktion 3 148t sich auch mit dieser Methode
nicht entsalzen.
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Abb. 37: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 4 an Sephadex
G-25 mit 0,3-molarer Essigsdure
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In diesem Falle gelingt die Entsalzung der Fraktion 4 der vorangegangenen Chromatographie
an Sephadex G-50 auch mittels Sephadex G-25 nicht. Aus der Chromatographie resultiert ein
Peak, der gleichzeitig mit dem Salz von der Saule gespiilt wird.
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1,24
1,14
1,0
0,94
0,84
0,7 4
0,6 4
0,5
0,44
0,34
0.2 4
0,14

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]
Leitfahigkeit [willk. Einheiten]

Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 38: Chromatographic von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 11 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure

In drei Fraktionen wird die Fraktion XAD,-Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 11
aufgeteilt. Dabei sind die Fraktionen 1 und 2 salzfrei, wéhrend die Fraktion 3 noch Puffersalz
enthilt. Da es sich bei den Fraktionen 1 und 2 offensichtlich um die Hauptfraktionen handelt,
wird nicht versucht, Fraktion 3 salzfrei zu gewinnen.

2,4—-
2,2 —
2,0 —
1,8 —
1,6 —
1,4—-
1,2 —
1,0 —
0,8 —
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0,4
0,2 4 1 3
0,0

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]
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Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 39: Chromatographie von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 an Sephadex G-50 mit 0,3-
molarer Essigsdure
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Die Chromatographie der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. Fr. 12 an
Sephadex G-50 ergibt drei Folgefraktionen, von denen die ersten beiden salzfrei eluiert
werden. Die dritte Fraktion ist allerdings noch salzhaltig. Die anschlieBende Chromatographie
an Sephadex G-25 zur Entsalzung eben dieser dritten Fraktion ergibt zwei salzfreie
Fraktionen (siche folgende Abbildung).

2,0 o —
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1,8 4
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Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 40: Chromatographie von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph. G-50 Fr. 3 an Sephadex
G-25 mit 0,3-molarer Essigsdure

3.1.5.3 Ergebnisse der weiteren Aufreinigung der Fraktionen mit Toxinwirkung

An dieser Stelle wird ebenso verfahren, wie zuvor bereits erwdhnt: Anhand der Ergebnisse
aus den Toxizitétstesten an Krabben (siehe Kapitel 3.4, ab S. 149) und der HPLC-Analyse
(siehe Kapitel 3.2, ab S. 119) werden die Fraktionen selektiert, welche sich fiir eine weitere
Aufreinigung anbieten:

Tabelle 8: Fraktionen mit Toxinwirkung fiir die weitere Aufreinigung (Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b)

Proben-Nummer Bisherige Reinigungsschritte zur Gewinnung der Fraktion

01 AS 597 XAD;-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-25 Fr. 6/Seph. G-50 Fr.2

01 AS 602 XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-25 Fr. 10/Seph. G-50 Fr.1

01 AS 604 XAD;,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-25 Fr. 10/Seph. G-50 Fr.5

01 AS 605 XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-25 Fr. 11/Seph. G-50 Fr.1
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Es folgen die Chromatogramme dieser Fraktionen.

Bei Toxinfraktion 01 AS 604 handelt es sich laut HPLC bereits um eine relativ reine
Fraktion, die lediglich noch entsalzt werden soll. Bei dieser Entsalzungschromatographie an
Sephadex G-25 zeigt sich folgendes Chromatogramm:
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26
24
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E 141 %
& 124 e
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- 084 =

i (]
] 4
43_ 0,6—_ 1
g %1 2
S 024

0,0 R
0,0 0,2 0.4 0,6 0.8 1,0 1,2 1.4

Retentionszeit [willk. Einheiten]
Abb. 41: Chromatographie von 01AS604 an Sephadex G-25 mit 0,3-molarer Essigsaure

Die Leitfdhigkeit beginnt bereits vor dem ersten Peak etwas anzusteigen. Die zunehmende
Leitféahigkeit bedeutet, dal Salz von der Sdule kommt. Eine geringfiigig stirkere Leitfdhigkeit
wird bei der Elution des ersten Peaks gemessen. Allerdings verrit der niedrige Anstieg der
Leitfahigkeit, dal der Salzgehalt der Fraktion 1 als vernachldssigbar anzusehen ist. Die
Fraktion 2 ist vollstdndig salzfrei.Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dal3 die
Fraktion 01 AS 604 bereits weitestgehend salzfrei vorlag und eine weitere Entsalzung mittels
Gelfiltrationschromatographie an Sephadex G-25 nicht mehr moglich ist. Die gewonnenen
Fraktionen werden im Biichi-Rotationsverdampfer einrotiert und anschlieend lyophilisiert.

Die iibrigen ausgewdhlten Fraktionen (01 AS 597, 01 AS 602 uns 01 AS 605) werden einer
Ionenaustauschchromatographie unterzogen. Als Austauscherharz wird hierbei durchgehend
auf Fractogel® EMD SOj;’ zuriickgegriffen:
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0,01-0,1m
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Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 42: Chromatographie von 01AS597 an Fractogel® EMD SO;  mit linearem Ammoniumacetatpuffergradienten pH
5,4

Die lonenaustauschchromatographie an Fractogel® EMD SO; der Fraktion 01 AS 597
trennt diese in drei Fraktionen. Die erste 10st sich bereits beim Spiilen mit 0,01 molarem
Puffer von der Saule. Die zweite Fraktion folgt beim Gradienten von 0,01 auf 0,1 molaren
Puffer. Anschliefend wird mit 0,1 molarem Puffer gespiilt, wobei sich keine Peptidfraktion
von der Sdule 16st. Da nun kein Peptid mehr auf der Sdule vermutet wurde, wurde gleich ein
Gradient von 0,1 auf 1 molaren Puffer angesetzt. Entgegen der Erwartung wurde hierbei noch
eine Fraktion von der Sédule eluiert. Auch hier wére es demnach zwecks einer effizienteren
Auftrennung sinnvoll gewesen, einen Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer
zwischenzuschieben.

0,01 m

0,01-0,1m
4,0 5

35
3,0 —
2,54
2,04
1,5 4

1,04

Leitfahigkeit [willk. Einheiten]

0,5

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]

0.0 2b

s B I E e e e o e LSS B m
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 1,4 16 18

Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 43: Chromatographie von 01AS602 an Fractogel EMD SO;™ mit linearem Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4
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Die Chromatographie der Fraktion 01 AS 602 an Fractogel® EMD SO; bringt flinf
Folgefraktionen hervor. Die ersten beiden werden wihrend des Gradienten von 0,01 auf 0,1
molaren Puffer von der Séule gespiilt. Die dritte Fraktion (Fraktion 2b) 16st sich beim Spiilen
mit 0,1 molaren Puffer von der Saule, wahrend der dritte Peak beim Gradienten von 0,1 auf
0,3 molaren Puffer folgt. Nach diesem Gradienten wird direkt mit 1 molarem Puffer gespiilt,
wodurch sich eine weitere Peptidfraktion von der Sdule 16st.

0,01 m

1,4
1,2

1,0

0,8

Leitfahigkeit [willk. Einheiten]

0,6 o

Absorption bei 280 nm [willk. Einheiten]

1t r r r . 1 1 1 1 r 17
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 1,4 1,6 1,8

Retentionszeit [willk. Einheiten]

Abb. 44:Chromatographie von 01AS605 an Fractogel® EMD SQOj™ mit linearem Ammoniumacetatpuffergradienten pH 5,4

Der Ionenaustauschchromatographie der Fraktion 01 AS 605 an Fractogel® EMD SOj
entspringen zwei Folgefraktionen. Die erste Fraktion wird mit 0,1 molarem Puffer und die
zweite bei dem Gradienten von 0,1 auf 0,3 molaren Puffer von der Saule gespiilt.

Bei den meisten Entsalzungen an Sephadex G-25 kommt es zu dem gleichen Ergebnis. So
entsteht jeweils eine salzfreie Fraktion. Eine Ausnahme bilden da die Fraktionen
01AS602/Fractogel Fr. 2b und 3: Hier entspringen jeweils zwei Fraktionen, von denen jeweils
die zweite noch salzhaltig ist.

Auf den folgenden Seiten sind Diagramme zur {bersichtlichen Darstellung der
Isolierungsvorgiange abgebildet (Abbildungen 44 bis 52).
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Serdolit AD-2

‘ | ‘

Sephadex G-50

o

6
1. 2dd,.5 1a, 1o, 2,33, 3+3b 1,23 43, 4,5 1,2,3.34,4,4b 1,2, 3.4.4h 1,2, 34
AS13a,3b, 30, 3d A51da, 4b, 4o, 44, de  AS|5a, 5b, 5o, 5, Se, 5 AS| B1a -6 ASIBZE —Bile Lo

Abhb. 45; Ubersicht dber die Adsomtionschmmatographie an Serdalit AD-2 und die anschliefende Grifkenausschluichromatographie
an Sephadex G-50

Serdolit AD-2 Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b

< SP Sephadex C-25 >

N O G S |

Sephadex G- 50 =~
2 3+4
A5 GPA ASI GP 2 ASI GP3 ASI P4 ASI GRS ASIB ASI FFE ASIGP0 ASI GP 11 ASIGP 12 ASI P13 ASI P14
0245173 02A517T4 02AS17S 0ZASATE 02AS47T 0z2A5181 02A5122 02AS5183 0245184 02A5125 02AS186 0ZAS18T7
5. fbb. 51 5. Abb. §1 e _"‘"_b
i < 2 ASI(;F"15 ASI§P1B
ASIGPE  ASIGPT  ASIGPS P 0245130

0ZASITE  0O2ZASITD  0ZAS1E0
Ahh. 46: Obersicht ber die lonenaustauschchromatographie von HADFr. 47 Seph. G-50 Fr. 3+3b an 5P Sephadex C-25



122

Serdolit AD-2 Fr. 5 / Sephadex G-50 Fr. 4a

SP Sephadex C-25

1 2 3 4 5 6 7 8

] %
] | & =l

1a 1 b 1 & 3 1a 1

01AS  01AS DIAS 0145 D145 01AS O1AS 01AS 01AS 1A%

a36 937 a3 941 942 L] G Gdg 950 953
I vl P o b,
1 2 3 1a 1 ib 1 2 1 2 0xAS  D2AS
O1AS D145 D145 0AS D145 O1AS 0145 A5 D1AS 952 1490 191
ekt 9z 940 a4 a4 047 242 as51 his ¥ ASICT ASICE

Serdolit AD-2 Fr. 5 / Sephadex G-50 Fr. 4a

SP Sephadex C-25

11 12 1|3 1|4 1|5 1‘5 1‘7 1|B 1‘9 20 21 22
Sephadex G-50
N I 4
13 1 1 3 la bz : Y g ; :
D145 0148 D245 D2AE 0245
554 055 197 198 199 [ase T 2
ARCIESEIE asicte msicie ASICT2
S o T | M
1 2 1 1 2 3 1 2 2b
D23 pias 0zAs % ogg 3 027t 035 DA DIAS 205 OnAs
193 103 a4 DI H25s 511 202 203 MiZ s

Abb. 47+48: Ubersicht Ober die lonenaustauschchromatographie van XAD2-Fr. 51 Seph. G-50 Fr. 4a an 8P Sephadex C-258, Teil 1+2
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Serdolit AD-2 Fr. 5 / Sephadex G-50 Fr. 4b

< SP Sephadex C-25 >
1

i ? ’i‘. ? ? I 7
Sephadex G-50
R Vbbb
1z
0145 1
a1 b 1 2 3 4 2 3 2
0145 oAl 0AS  D1AS 0145 D145 DIAS  D1AS E;:‘gm
583 50z 843 504 :|. 505 547 503
1 i b
1a 1 1b zh
e 0145 U s éms : S B
580 581 505 500

Serdolit AD-2 Fr. 5 / Seph. G-50 Fr4b

< SP Sephadex C-25 >

9 10 1|1 1T 1|3 1|4 1‘5 16 17 18
— Sephadex G-50 J>
1 ¢ ' . H A F
01 A% gég‘s z 3 0 A4 B a1 o2 1 2
601 S 2 o145 609 0145 610
A A A A
1a 1 ia 2h 3 5 1 7] 3 1
01Aas 0AS 01As 0145 GO7
602 G603 &G04 his 4

Abb. 49+50: Ubersicht (ber die lonenaustauschchromatographie von HADLFr. 57 Seph. G-430 Fr. 4b an 5P Sephadex ©-24, Teil 1+
2
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ASIGP 2 ASIGP 3 ASIGP 9 ASI GP 10 ASI GP 11

1a b 1a 11 2 1a 11b 2 3 1

1 2 2b

jeweils 1 Fraktion  jeweils 1 Fraktion 1 1alb 1 jeweils 1 Fraktion 1
02 A5 509 02 As G05
M5 12 s 11

Abb. 81 weitere Aufreinigung der gerinnunasakliven Substanzen mittels lonenaustauschchromatographie und Entsalzung

01A5948 02A5193

C Fractogel® EMD SO
1 2 3 4

Abb. 52 weitere Aufreinigung der Folgefraktionen von XAD2-Fr. 5§ Seph. G-50 Fr. 4a mit Toxinwirkung

jeweils eine Fraktion
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01AS597 01AS602 01AS604 01AS605

b Voo -

3 1 2b 3 4 1 2 1
02 AS 470 02 A5 420
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jEwels 1 Fraktion
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(5alz)  (5alE)

Abb. 53 weitere Aufreinigung der Folgefraktionen von XAD2-Fr. 5§ Seph. G-50 Fr. 4b mit Toxinwirkung
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3.2 Ergebnisse der analytischen HPLC-Untersuchungen zur
Bestimmung des Reinheitsgrades

3.2.1 Fraktionen mit hohem Reinheitsgrad ohne weitere Aufreinigungsschritte

Zunichst werden die Chromatogramme derjenigen Fraktionen gezeigt, die nach der ersten
Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 und der anschlieenden
GroBenausschluBchromatographie an Sephadex G-50 bereits einen so hohen Reinheitsgrad
aufweisen, daBl keine weitere Aufreinigung mehr notwendig ist und somit direkt das
Molekulargewicht der entsprechenden Substanz bestimmt werden kann.

Zunéchst sei kurz daran erinnert, welche Arten von Polypeptiden in den entsprechenden
Fraktionen erwartet werden:

XAD;-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b:gerinnungsaktiv (vermutlich Proteinaseinhibitoren)
XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a: aktiv im Krabbentest (vermutlich Toxine)

XAD;-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b: aktiv im Krabbentest (vermutlich Toxine)

a) Folgefraktionen von XAD,-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b

Diese Fraktion bringt nach der ersten Ionenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25
und der anschlieBenden GroBenausschlulchromatographie an Sephadex G-50 noch keine
Fraktionen hervor, die einen ausreichend hohen Reinheitsgrad besitzen, um einer
massenspektrometrischen Molekulargewichtsbestimmung zugefiihrt werden zu kénnen. Aus
diesem Grunde konnen an dieser Stelle keine Chromatogramme gezeigt werden.

b) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a
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Abb. 54: Chromatogramm der HPLC  Abb. 55: Chromatogramm der HPLC Abb. 56: Chromatogramm der HPLC von
von 01 AS 952 (XAD,-Fr. 5/ Seph. von 02 AS 199 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G- 02 AS 205 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
G-50 Fr. 4a / SP Seph. C-25 Fr. 8/ 50 Fr. 4a/ SP Seph. C-25 Fr. 15/ Seph.  4a/ SP Seph. C-25 Fr. 21 / Seph. G-50

Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule Nucleosil 100-5 C-18-Siule mit einem 100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-
mit einem Wasser-TFA/Acetonitril- Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten TFA/Acetonitril-Gradienten

Gradienten
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Aus der XAD»-Fr. 5 / Sephadex G-50 Fr. 4a resultieren nach der ersten
Ionenaustauschchromatographie und der nachfolgenden GroéBenausschluBchromatographie
drei Fraktionen , in deren Chromatogrammen ein so dominanter Hauptpeak zu erkennen ist,
daBl eventuelle Nebenpeaks im Vergleich zu diesem vernachldssigbar sind. Die Peaks, die in
den Chromatogrammen jenseits einer Retentionszeit jenseits von 40 Minuten zu erkennen
sind, sind auf das Losungsmittel und nicht auf Substanzen aus den Seeanemonenfraktionen
zurlickzufithren. Somit besitzen die Fraktionen 01 AS 597, 02 AS 199 und 02 AS 205 einen
hinreichenden Reinheitsgrad fiir eine massenspektrometrische Molekulargewichts-
untersuchung, ohne weiterer Aufreinigungsschritte zu bediirfen.

c¢) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b

ADbb. 57: Chromatogramm der HPLC
von 01 AS 600 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-
50 Fr. 4b / SP Seph.C-25 Fr. 8 / Seph-
G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Abb. 58: Chromatogramm der HPLC
von 01 AS 607 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-
50 Fr. 4b / SP Seph.C-25 Fr. 12 / Seph-
G-50 Fr.2) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Séule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Abb. 59: Chromatogramm der HPLC
von 01 AS 608 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-
50 Fr. 4b / SP Seph.C-25 Fr. 13 / Seph-
G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Séule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten



Abb. 60: Chromatogramm der HPLC Abb. 61: Chromatogramm der HPLC
von 01 AS 609 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-  von 01 AS 610 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-
50 Fr. 4b / SP Seph.C-25 Fr. 15/ Seph- 50 Fr. 4b / SP Seph.C-25 Fr. 17 / Seph-

G-50 Fr.2) auf einer MN ET 250/4 G-50 Fr.1) auf einer MN ET 250/4
Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem  Nucleosil 100-5 C-18-Saule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Fiir die Fraktionen:

01 AS 600
01 AS 607
01 AS 608
01 AS 609
01 AS 610

gilt im Prinzip das unter 3.2.1 b) Gesagte. Diese Fraktionen weisen eine ausreichende
Reinheit fiir die Molekulargewichtsbestimmung per Massenspektrometrie auf.
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3.2.2 Fraktionen mit geringerem Reinheitsgrad fiir die weitere Aufreinigung

Nun werden die Chromatogramme derjenigen Fraktionen gezeigt, die interessante Ergebnisse
in den Aktivititstests zeigen, die aber noch nicht so rein sind, da sie -einer
massenspektrometrischen Untersuchung zwecks Molekulargewichtsbestimmung zugefiihrt
werden konnen. Aus diesen Griinden wurden sie zur weiteren Aufreinigung ausgewahlt.

a) Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b

02

0003

Abb. 62: Chromatogramm der HPLC
von ASI GP 2 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-

50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1) auf einer MN ET

250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-

Gradienten

0000

0002

008

ADbb. 65: Chromatogramm der HPLC von ASI GP
10 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph.
C-25 Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 3) auf einer MN ET
250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem

o008

Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

007

| !

Abb. 63: Chromatogramm der HPLC
von ASI GP 3 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-
50 Fr. 3+3b/ Sp Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET
250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-
Gradienten

s 0002

0004 D004

- W |-
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0008 I_’_“J N __fows

Abb. 64: Chromatogramm der HPLC
von ASI GP 9 (XAD,-Fr. 4 / Seph. G-
50 Fr. 3+3b/ Sp Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50 Fr. 2) auf einer MN ET
250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-
Gradienten

Abb. 66: Chromatogramm der HPLC von ASI
GP 11 (XAD,-Fr. 4/ Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp
Seph. C-25 Fr. 17 / Seph. G-50 Fr. 2) auf einer
MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule mit

einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten
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In allen fiinf aufgefithrten Chromatogrammen sind deutlich mehrere Peaks erkennbar, sie
besitzen somit noch keinen Reinheitsgrad, der eine massenspektrometrische Untersuchung
ermoglicht. Da diese Fraktionen in den Gerinnungstests (siche Kapitel 3.3) einen deutlichen
EinfluB auf einige der untersuchten Parameter ausiiben, sind sie filir weitere
Aufreinigungsschritte ausgewihlt worden. Hierbei handelt s sich um folgende Fraktionen:

ASIGP 2
ASIGP 3
ASIGP 9
ASIGP 10
ASIGP 11

b) Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a

0,004 0,004

0002 0,002
o 0,000 og0a
vz 0002 0,002

e 0,004 0,008

|
TOMOAT 1 U

Abb. 67: Chromatogramm der HPLC von 01 AS 948 Abb.68: Chromatogramm der HPLC von 02 AS 193 (XAD,-
(XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a/ SP Seph. C-25 Fr. 6/ Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25 Fr. 12 / Seph- G-
Seph- G-50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 50 Fr. 2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-
C-18-Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten Séule mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Auf die Fraktionen 01 AS 948 und 02 AS 193 ist das unter 3.2.2 a) Aufgefiihrte libertragbar.
Auch sie sind fiir eine weitere Aufreinigung ausgewdhlt worden, allerdings nicht aufgrund

threr Wirkung auf die Blutgerinnung, sondern vielmehr wegen ihrer Toxinwirkung im
Krabbentest (siche Kapitel 3.3 bzw. 3.4).
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c) Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b

Abb. 69:Chromatogramm der HPLC von
01 AS 597 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.

4b / SP Seph. C-25 Fr. 6 / Seph- G-50 Fr.
2) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Saule mit einem Wasser-

TFA/Acetonitril-Gradienten

Abb. 70: Chromatogramm der HPLC von
01 AS 602 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/ Seph- G-50
Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil

100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-

TFA/Acetonitril-Gradienten

Abb. 72: Chromatogramm der HPLC von 01 AS 605
(XAD,-Fr. 5/Seph. G-50 Fr. 4b/SP Seph. C-25 Fr.
11/Seph- G-50 Fr. 1) auf MN ET 250/4 Nucleosil 100-
5 C-18-Sdule mit Wasser-TFA/Acetonitrilgradienten

Abb. 71: Chromatogramm der HPLC von
01 AS 604 (XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10 / Seph- G-50
Fr. 5) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil
100-5 C-18-Sdule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten
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Die Fraktionen

01 AS 597
01 AS 602
01 AS 604
01 AS 605

tiben ebenfalls Toxinwirkung auf die Strandkrabbe aus (siehe Kapitel 3.4). Auch ihre
Chromatogramme bestehen aus mehreren Peaks, weswegen sie zwecks der Erlangung eines
hoheren Reinheitsgrades fiir eine weitere Aufreinigung ausgesucht worden sind.

3.2.3 Fraktionen mit einem sehr hohen Reinheitsgrad nach weiterer Aufreinigung
Im Folgenden sind die Chromatogramme derjenigen Fraktionen abgebildet, die durch die

weitere Aufreinigung einen so hohen Reinheitsgrad erreicht haben, dall sie flir die
massenspektrometrischen Untersuchungen geeignet sind (Abbildungen 72 bis 75).

a) Chromatogramme der Folgefraktionen XAD,-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b

nnnnnnnn

50088 0225022 oo

Abb. 73 : Chromatogramm der HPLC von 02 AS 505: Abb. 74: Chromatogramm der HPLC von 02 AS 509 (ASI
(ASI GP 11//XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. GP 9 // XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b / SP Seph. C-25
C-25 Fr. 17 / Seph. G-50 Fr. 2 // Bio Rad Fr. 1 / Seph. G-25  Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 2 // SP Seph. C-25 Fr. 2 / Seph. G-25
Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Séule
mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Die beiden Fraktionen 02 AS 505 und 02 AS 509, deren Vorgingerfraktionen einen Einfluf3
auf die Blutgerinnung ausiiben, haben durch die weitere Aufreinigung mittels lonenaustausch-
und  GroBenauschluBchromatographie  einen  hoheren  Reinheitsgrad  als  ihre
Vorgéngerfraktionen erlangt. Allerdings fallt auf, daB sie nicht so rein sind, wie die
Toxinfraktionen, deren Reindarstellung gelungen ist. Trotz dieser Tatsache ist der erzielte
Reinheitsgrad ausreichend fiir eine massenspektrometrische Molekulargewichtsbestimmung.
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b) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a
Durch die weiteren Aufreinigungsschritte der entsprechenden Fraktionen konnte keine

deutliche Erh6hung des Reinheitsgrades erreicht werden. Aus diesem Grunde sind hier keine
Chromatogramme aufgefiihrt.

c¢) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b

azaso21478
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Abb. 75: Chromatogramm der HPLC von 02 AS 479 Abb. 76: Chromatogramm der HPLC von 02AS480
(01 AS 604 // XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C- (01 AS 604 // XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-
25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 5 // Seph. G-25 Fr. 1) auf einer 25 Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 5 // Seph. G-25 Fr. 2) auf einer
MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit einem
Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Durch die Entsalzung der Fraktion 01 AS 604 ist es gelungen, zwei hoch reine Fraktionen zu
gewinnen, ndmlich die Fraktionen 02 AS 479 und 02 AS 480. Diese werden im Anschlufl
massenspektrometrisch auf ihr Molekulargewicht untersucht.
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3.2.4 Fraktionen mit geringerem Reinheitsgrad trotz weiterer Aufreinigungsschritte

Es gibt einige Fraktionen, die trotz einer zweiten lonenaustauschchromatographie mit
anschlieBender  Gelfiltration keinen ausreichend hohen Reinheitsgrad fiir die
Massenspektrometrie erlangen. Aufgrund der Tatsache, dal} es sich bei dieser Gruppe um eine
Vielzahl von Chromatogrammen handelt, die im Prinzip alle eine &hnliche Aussage
beinhalten, erscheint es sinnvoll, nur einige ausgewdhlte Beispiele aus jeder Gruppe
stellvertretend fiir alle Chromatogramme zu prisentieren.

a) Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 4 / Sephadex G-50 Fr. 3+3b

Als Beispiel dienen in diesem Falle die Folgefraktionen der Fraktion ASI GP 2, die aus der
weiteren Aufreinigung dieser Fraktion mittels Ionenaustauschchromatographie und
Gelfiltration hervorgehen.

Abb 77.: Chromatogramm der HPLC Abb. 78: Chromatogramm der HPLC Abb. 79: Chromatogramm der HPLC
von 02 AS 497 (ASI GP 2 // XAD,-Fr.  von 02 AS 498 (ASI GP 2// XAD,-Fr.4/ von 02 AS 499 (ASI GP 2 // XAD,-Fr. 4
4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b/ Sp Seph. C-  Seph. G-50 Fr. 3+3b/ Sp Seph. C-25 Fr.  / Seph. G-50 Fr. 3+3b / Sp Seph. C-25
25 Fr. 10/ Seph. G-50 Fr. 1/ BioRad 10/ Seph. G-50 Fr. 1 // Bio Rad Fr. 2/ Fr. 10/ Seph. G-50 Fr. 1 // Bio Rad Fr.

Fr. 1/ Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN  Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN ET 2b / Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN ET
ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule  250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit
mit einem Wasser-TFA/Acetonitril- einem Wasser-TFA/Acetonitril- einem Wasser-TFA/Acetonitril-
Gradienten Gradienten Gradienten

Man erkennt in den drei Chromatogrammen der Fraktionen 02 AS 497, 02 AS 498 und 02 AS
499 jeweils mehrere Peaks.
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b) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4a

L

] o 2 0 @ 50
Minutos.

Abb. 80: Chromatogramm der HPLC
von 02 AS 490 (02 AS 193 // XAD»-
Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-
25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 //
Fractogel Fr. 1/ Seph. G-25 Fr. 1) auf
einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-
18-Sédule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten

Auch bei den drei Folgefraktionen 02 AS 490, 02 AS 491

W/_/ L/,'f“ |

Minutes

Abb. 81: Chromatogramm der HPLC
von 02 AS 491 (02 AS 193 // XAD,-Fr.
5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-25

Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 // Fractogel Fr.

2 / Seph. G-25 Fr. 1) auf einer MN ET
250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Sdule mit
einem Wasser-TFA/Acetonitril-
Gradienten

Chromatogrammen deutlich mehrere Peaks zu sehen.

Abb. 82: Chromatogramm der HPLC
von 02 AS 492 (02 AS 193 // XAD,-
Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-
25 Fr. 12 / Seph- G-50 Fr. 2 //
Fractogel Fr. 3 / Seph. G-25 Fr. 1) auf
einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-
18-Sdule mit einem Wasser-
TFA/Acetonitril-Gradienten

und 02 AS 492 sind in den
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c¢) Chromatogramme der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5/ Sephadex G-50 Fr. 4b

Abb. 83: Chromatogramm der HPLC von 02 AS 495 Abb. 84: Chromatogramm der HPLC von 02 AS 496

(01 AS 605 // XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b/ SP Seph. C- (01 AS 605 // XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b / SP Seph. C-
25 Fr. 11/ Seph- G-50 Fr. 1 // Fractogel Fr. 2 / Seph. G-25 25 Fr. 11/ Seph- G-50 Fr. 1 // Fractogel Fr. 1 / Seph. G-25
Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule Fr. 1) auf einer MN ET 250/4 Nucleosil 100-5 C-18-Saule
mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten mit einem Wasser-TFA/Acetonitril-Gradienten

Die Fraktionen 02 AS 495 und 02 AS 496 zeigen in den Chromatogrammen ebenfalls noch
viele Peaks.
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3.3 Ergebnisse der Gerinnungsanalysen

Zur Darstellung der Gerinnungsergebnisse sind alle MeBwerte der jeweiligen Bestimmungen
in Tabellen aufgefiihrt, wobei die interessantesten Ergebnisse dick gedruckt aufgefiihrt
werden. Zudem sind die jeweiligen Tabellenzeilen, in denen die interessanten Ergebnisse
erscheinen, der Ubersichtlichkeit halber farbig unterlegt. So sind die potentiell
gerinnungshemmenden Einfliisse orange (bzw. bei nicht so starker Auspragung gelb), und die
potentiell gerinnungsverstiarkenden Einfliisse griin unterlegt:

potentiell gerinnungshemmender Einfluf3
potentiell gerinnungshemmender Einfluf3 (nicht stark ausgeprégt)

potentiell gerinnungsfordernder Einfluf3

3.3.1 Statistische Betrachtung der Gerinnungsanalysen

Alle  Gerinnungsanalysen der einzelnen  Seeanemonenfraktionen  werden  als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Diese Methode ist bei entsprechenden Bestimmungen im
Klinikalltag géngig. Es hat sich gezeigt, dal Mehrfachbestimmungen keine Verbesserung der
statistischen Aussageféhigkeit der Werte mit sich bringen. Die Ergebnisse der Bestimmungen,
die nachfolgend in den Tabellen aufgefithrt werden, sind die berechneten Mittelwerte der
Doppelbestimmung.

Nimmt man eine GauBlverteilung der MeBwerte an, so ergibt sich daraus, dal mit 97,5
prozentiger Wahrscheinlichkeit alle MeBwerte in einem Bereich von dem Mittelwert
plus/minus zweimal den Variationskoeffizienten liegen. Dementsprechend sind
Abweichungen von diesem Bereich mit 97,5 prozentiger Wahrscheinlichkeit auf
Auswirkungen des Seeanemonenextraktes auf diesen Gerinnungsparameter, und nicht auf den
statistischen Fehler dieser Melmethode zuriickzufiihren. Diese Abweichung des MeBwertes
von dem Leerwert kann folglich als signifikant betrachtet werden. Da jedes in den
Gerinnungsanalysen verwendete Reagenz eine andere Schwankungsbreite der MeBergebnisse
aufweist, erscheint es sinnvoll, fiir die Beurteilung der Signifikanz einer Abweichung den
Variationskoeffizienten der MeBmethode, der den Herstellerangaben zu entnehmen ist,
heranzuziehen.

3.3.2 Ergebnisse der Globaltests (Quick-Test und aPTT) einschliefllich der
Einzelfaktorenbestimmung

Zunichst sollen die Ergebnisse der beiden Globaltests (Quick-Test und aPTT) aufgefiihrt
werden. Im Anschlul daran folgen die Ergebnisse der Einzelfaktorenanalysen. Alle
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. Es ist nicht notwendig, aus
statistischen Griinden mehr als zwei MefBwerte von einer Probe zu bestimmen, da der
Gerétehersteller garantiert, dafl eine ausreichend hohe Genauigkeit bei einer
Doppelbestimmung erreicht wird. Die Gerinnungsanalysen in der Klinikroutine werden
ebenfalls als Doppelbestimmungen durchgefiihrt.



Tabelle 9: Ergebnisse der Leerwertbestimmung der globalen Gerinnungstests:

gelost Quick / aPTT / [sec]
[% d. Norm]
NaCl ja 91 32,2

Tabelle 10: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fraktion 3, Sephadex G50-Fraktion 1, 2, 3, 4

Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]
Nummer [% d. Norm]
ASI 3a Ja 95 35,4
ASI 3b ja 95 41,0
ASI 3¢ ja 98 52,7
ASI 3d nein 95 30,9

Tabelle 11: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fraktion 4, Sephadex G50-Fraktion 1a, 1b, 2, 3a, 3+3b

Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]
Nummer [% d. Norm]
ASI 4a ja 98 39,2
ASI 4b ja 93 32,1
ASI 4c¢ ja 98 32,8
ASI 4d ja 94 54,5
ASI 4e ja 96 70,2

Tabelle 12: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fraktion 5, Sephadex G50-Fraktion 1, 2, 3, 4a, 4b, 5

Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]

Nummer [% d. Norm]
ASI 5a nein 99 32,1
ASI 5b nein 96 323
ASI 5¢ ja 96 31,1
ASI 5d ja 97 38,9
ASI Se ja 90 37,0
ASI 5f nein 94 31,0

Tabelle 13: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests der XAD,-Fraktion 6/1, Sephadex G50-Fraktion 1, 2, 3, 3-4, 4, 4b

Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]
Nummer [% d. Norm]

ASI 6/1a nein 100 30,5
ASI 6/1b nein 95 30,3
ASI 6/1c ja 95 30,4
ASI 6/1d nein 102 29,6
ASI 6/1¢ nein 96 29,8
ASI 6/1f nein 95 30,4

Tabelle 14: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests derXAD,-Fraktion 6/2, Sephadex G50-Fraktion 1, 2, 3, 4, 4b
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Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]
Nummer [% d. Norm]

ASI 6/2a nein 99 31,5
ASI 6/2b nein 99 30,8
ASI 6/2¢ nein 97 30,7
ASI 6/2d nein 101 29.8
ASI 6/2¢ ja 95 29,7

Tabelle 15: Ergebnisse der globalen Gerinnungstests derXAD,-Fraktion 6/3, Sephadex G50-Fraktion 1

Proben- gelost Quick / aPTT / [sec]
Nummer [% d. Norm]
ASI 6/3a ja 97 30,7

Um diese Tatbestinde anschaulicher zu gestalten, soll die Wirkung einiger Fraktionen auf die
aPTT in einem Saulendiagramm dargestellt werden. Die gemessene Gerinnungszeit der
Leerwertprobe =~ wird dazu gleich 100 Prozent gesetzt und mit den gemessenen
Gerinungszeiten der Proben ins Verhiltnis gesetzt. Dadurch ergibt sich folgendes Diagramm:

aPTT [% der Norm]

250 4

200

150

100

50 -

NaCl ASI3b ASI3c ASI4d ASl4e ASIS5d ASISe

Abb. 85: Verldangerung der aPTT durch bestimmte Seeanemonenfraktionen; aufgetragen ist die aPTT in Prozent der Norm
bezogen auf den Leerwert mit physiologischer Natriumchloridlésung (Die normalerweise iibliche Angabe der aPTT in
Sekunden wurde ersetzt durch die Angabe in Prozent der Norm, um das Ausmaf} der Einwirkung der Seeanemonenextrakte
zu verdeutlichen.)
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Der Normbereich des Quickwerts im Klinikalltag bewegt sich in der Regel zwischen 70 und
100 % der Norm (M. Barthels, H. Poliwoda), wihrend als Normwerte fiir die aPTT bei dem
verwendeten Testsystem zwischen 26 und 36 Sekunden (Herstellerangaben im Beipackzettel
des Pathromtin® SL-Reagenzes) anzusehen sind. Die Nullwertproben mit dem gepoolten
Normalplasma und physiologischer Natriumchloridldsung liegen mit einem Quick-Wert von
91 % und einer aPTT von 32,2 Sekunden innerhalb dieser Bereiche.

Bei der Beurteilung der Gerinnungsergebnisse mu3 man wissen, ob eine Abweichung vom
Leerwert auf die normalen MeBschwankungen, die die entsprechende Analyse mit sich bringt,
zuriickzufithren sind, oder ob sie durch den Einflu3 der untersuchten Seeanemonenfraktion
hervorgerufen wird und somit als relevant zu betrachten ist. Die normale Schwankungsbreite
der Analysen wird durch den Variationskoeffizienten charakterisiert, welcher den
Herstellerangaben zu entnehmen ist. Als relevant kann eine Abweichung angesehen werden,
die zweimal grofer als der Variationskoeffizient des Tests ist. Dies gilt sowohl fiir
Abweichungen, die oberhalb als auch unterhalb des Leerwertes liegen.

Bei der Ergebnisbetrachtung fillt auf, daB nur geringe Wirkungen auf den Quickwert zu
beobachten sind: Die gemessenen Quickwerte liegen alle zwischen 90 und 100 % der Norm.
Der Variationskoeffizient des Tests liegt laut Herstellerangaben (siche Beipackzettel des
Thromborel® S-Reagenzes, Dade Behring) bei hintereinander durchgefiihrten Analysen bei
maximal 2,5 Prozent. Dies bedeutet, dal der normale Schwankungsbereich zwischen 86 und
96 Prozent liegt. Unterhalb von 86 Prozent liegt keiner der gemessenen Quick-Werte.
Abweichungen nach oben sind zwar zu verzeichnen, allerdings sind diese mit einem
Maximalwert von 102 Prozent so gering, da} sie zu vernachlissigen sind, wenn man sich vor
Augen fiihrt, daBl erst bei Quick-Werten von iiber 120 Prozent eine deutlich erhohte
Gerinnbarkeit des Plasmas zu erwarten ist. Somit kann festgestellt werden, daB3 die
Inhaltsstoffe der Seeanemone Anemonia sulcata die exogenen Gerinnungsprozesse
weitestgehend unbeeinfluflt lassen.

Der Variationskoeffizient fiir Messungen, die hintereinander durchgefiihrt werden, liegt bei
der aPTT-Messung bei maximal 1,2 Prozent. Der normale Schwankungsbereich erstreckt sich
folglich von 31,4 bis 33 Sekunden. Beim Durchschauen der Tabelle fallen etliche Werte aus
diesem Bereich heraus. Besonders augenfillig sind jedoch die Abweichungen der G-50-
Fraktionen der XAD,-Fraktion 4 (ASI 4d: 54,5 sec; ASI 4e: 70,2 sec), die in einer deutlichen
Verldngerung der aPTT bestehen. Auch die Sephadex G-50-Fraktionen der XAD,-Fraktion 3
zeigen Verldangerungen der aPTT, die als relevant zu bezeichnen sind (ASI 3b: 41,0 sec; ASI
3c: 52,7 sec). Auch in den iibrigen Serdolit-Fraktionen kommen Werte vor, die au3erhalb des
Schwankungsbereichs des Tests liegen. Allerdings sind diese bei weitem nicht so
beeinduckend wie bei XAD,-Fraktion 4.

Aufgrund der obigen Ergebnisse wurden weitere Untersuchungen beziiglich der einzelnen
Gerinnungsfaktoren vorgenommen. Aufgefiihrt werden hier die Ergebnisse der beiden
interessantesten Fraktionen (ASI 4d und ASI 4e):

Tabelle 16: Ergebnisse der Einzelfaktorenbestimmung von Fraktionen, die eine besonders starke aPTT-Verldngerung
bewirken

Proben- F VIII FIX FX F XI F XII
Nummer [% d. Norm] | [% d. Norm] | [% d. Norm] | [% d. Norm] | [% d. Norm]
ASI 4d 112 112 101 86 80
ASI 4e 86 83 100 58 49

Auffalligkeiten zeigen sich bei diesen Untersuchungen lediglich die Faktoren XI und XII bei
der Fraktion ASI 4e: mit 58 und 49 Prozent der Norm liegen die Aktivititen der beiden
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Gerinnungsfaktoren deutlich unter dem Normbereich von 70 bis 120 bzw. 70 bis 150 Prozent
der Norm. Diese Tatsache erklért die verlangerte PTT bei den zuvor diskutierten Ergebnissen.

Die interessante Fraktion XAD,-Fraktion 4 / Sephadex G-50 Fraktion 3+3b wurde nun
weiteren Reinigungsschritten unterzogen (SP Sephadex C25 / Sephadex G-50). Die
resultierenden Fraktionen wurden ebenfalls mit Hilfe der Gerinnungsanalysen untersucht.
Unten folgen die Ergebnisse:

Tabelle 17: Ergebnisse der globalen Gerinnungstest der Folgefraktionen der XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b

Proben-Nummer gelost Quick aPTT [sec]
[% d. Norm]

NaCl ja 97 29,3
ASIGP 1 i'a 97 31,7
ASI GP 3 ja 96 47,9
ASI GP 4 ja 98 40,8
ASI GP 5 ja 94 41,3
ASI GP 6 ja 95 37,6
ASI GP 7 ja 100 32,6
ASIGP 8 nein 95 30,2

ASIGP 15 ja 94 42,2
ASIGP 16 ja 96 40,0

Die interessantesten Ergebnisse sind in der Tabelle dick gedruckt. Die Fraktionen ASI GP 9
bis ASI GP 14 weisen dabei eine gravierende Verldngerung der aPTT im Vergleich zum
Leerwert auf. So bewirkt die Fraktion ASI GP 13 eine Verdreifachung der aPTT.

Auch diese Daten sollen zur Veranschaulichung in einem Séulendiagramm dargestellt
werden:
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aPTT [% der Norm]

300+

250

200+

150+

1001

50

NaCl ASI ASlI ASlI ASl ASl ASl ASI
GP2 GPY9GP10GP1MGP12GP13GP 14

Abb. 86: Verlangerung der aPTT durch bestimmte Folgefraktionen von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b; aufgetragen ist
die aPTT in Prozent der Norm bezogen auf den Leerwert mit physiologischer Natriumchloridlésung

Im AnschluBl werden die Ergebnisse aus den Einzelfaktorenanalysen der dick gedruckten
Fraktionen gezeigt:

Tabelle 18: Ergebnisse der Einzelfaktorenbestimmung der Folgefraktionen von XAD,-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr. 3+3b, die eine
besonders starke aPTT-Verlangerung bewirken

Proben- F VIII FIX FX F XI F XII
Nummer

ASIGP 12 108 110 110 81 81

ASI GP 13 107 100 109 77 71
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Ein Blick auf die Einzelfaktoranalyse verdeutlicht ebenfalls den Einfluf auf die
Gerinnungsfaktoren XI und XII. Des weiteren ist bei einigen Fraktionen (ASI GP 9 und 10)
eine Verminderung der Aktivitit der Faktoren VIII und IX zu verzeichnen.

Entsprechend der Gerinnungswerte bieten sich fiir eine weitere Aufreinigung die Fraktionen
ASI GP 9 bis ASI GP 14 an.

Gegen eine Weiterbearbeitung der Fraktionen ASI GP 13 und 14 sprechen hingegen die
HPLC-Chromatogramme. Diese offenbaren ndmlich, daB3 entsprechende Fraktionen noch aus
sehr vielen verschiedenen Einzelsubstanzen zusammengesetzt sind. Somit wire eine weitere
Aufreinigung recht aufwendig, weswegen sich fiir die bereits reineren Fraktionen entschieden
wird.

Bei den Fraktionen ASI GP 2 und ASI GP 3 liegt der Fall genau andersherum: Hier ist die
Gerinnungsaktivitidt zwar nicht so stark ausgeprégt, allerdings belegen die Chromatogramme
einen hoheren Reinheitsgrad als bei den zuvor diskutierten Fraktionen. Ein weiteres wichtiges
Argument, welches fiir die weitere Aufreinigung dieser beiden Fraktionen spricht, ist die
Tatsache, daB eine ausreichende Substanzmenge vorliegt.

3.3.3 Ergebnisse der Thrombinzeit-Bestimmung

Die Ergebnisse der Thrombinzeitbestimmungen sind in Tabelle 19 wiedergegeben.

Tabelle 19: Ergebnisse der Thrombinzeitbestimung:

Proben-Nummer | Thrombinzeit [sec]

Leerwert mit NaCl 7.8
ASI 3a 7,8
ASI 3b 7,7
ASI 3¢ 7,8
ASI 3d 7,8
ASI 4a 7,8
ASI 4b 7,7
ASI 4c 7,7
ASI 4d 7,8
ASI 4¢ 7,8
ASI 5a 7,7
ASI 5b 7,8
ASI 5¢ 7,8
ASI 5d 7,8
ASI 5S¢ 7,7
ASI 5f 7,8
ASI 6/1a 7,8
ASI 6/1b 7,8
ASI 6/1¢c 7,8
ASI 6/1d 7,7
ASI 6/1¢e 7,7
ASI 6/1f 7,7
ASI 6/2a 7,7
ASI 6/2b 7,8
ASI 6/2¢ 7,8
ASI 6/2d 7,8
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Proben-Nummer | Thrombinzeit [sec]
ASI 6/2¢ 7,7
ASI 6/3a 7,7

Der Hersteller gibt in der Testbeschreibung an, daBl bei Serienmessungen mit einem
Variationskoeffizienten von 1,9 Prozent zu rechnen ist.

Der Leerwert wird dabei gleich 100 Prozent gesetzt. Damit entsprechen 1,9 Prozent einem
Wert von 0,1 Sekunden. Alle Abweichungen, die auBlerhalb des Bereiches 7,8 +/- 0,2
Sekunden liegen, wéren demnach auf die Wirkung der entsprechenden Seeanemonenfraktion
zuriickzufiihren.

Anhand der obigen Ergebnisse ldBt sich jedoch aussagen, daBl keine der untersuchten
Fraktionen einen Einflu3 auf die Thrombinzeit hat, da keiner der Werte auBlerhalb der
Schwankungsbreite liegt.

3.3.4 Ergebnisse der Fibrinogen-Bestimmung

Die Ergebnisse der Fibrinogen-Bestimmung zeigen sich wie in Tabelle 20 aufgelistet:

Tabelle 20: Ergebnisse der Fibrinogenbestimmung

Proben-Nummer | Fibrinogenkonzentration [mg/dl]

Leerwert mit NaCl 370
ASI 3a 375
ASI 3b 380
ASI 3¢ 377
ASI 3d 383
ASI 4a 394
ASI 4b 401
ASI 4¢ 389
ASI 4d 384
ASI 4e 386
ASI 5a 370
ASI 5b 375
ASI 5¢ 380
ASI 5d 372
ASI Se 366
ASI 5f 367
ASI 6/1a 373
ASI 6/1b 370
ASI 6/1c 374
ASI 6/1d 385
ASI 6/1e 394
ASI 6/1f 372
ASI 6/2a 368
ASI 6/2b 371
ASI 6/2¢ 360
ASI 6/2d 375
ASI 6/2e 371
ASI 6/3a 373
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Dieser Test hat fiir Werte, die im Normalbereich liegen, laut Herstellerangaben einen
maximalen Variationskoeffizienten von 5 Prozent. Bei Werten im pathologischen Bereich
muf} man mit einem Variationskoeffizienten von maximal 6 Prozent rechnen.

Man kann also davon ausgehen, daf3 alle Abweichungen, die mehr als Leerwert +/- 12 Prozent
(zweimal den Variationskoeffizienten) betragen, durch Einwirkung der Seeanemonenextrakte
hervorgerufen werden. Aus einem Leerwert von 370 mg/dl ergibt sich somit ein
Schwankungsbereich von 326 bis 414 mg/dl.

Aus diesem Bereich fillt keiner der geemessenen Werte heraus. Es ist somit kein deutlicher
Einflu8 der Seeanemonenfraktionen auf die Fibrinogenkonzentration zu erkennen.

3.3.5 Ergebnisse der Protein-C-Bestimmung

Bei der Vermessung der Proben ergaben sich folgende Werte:

Tabelle 21: Ergebnisse der Protein C-Bestimmung

Proben-Nummer | Protein C-Aktivitit [Prozent der Norm]
Leerwert 119
ASI 3a 101
ASI 3b 78
ASI 3¢ 24
ASI 3d 99
ASI 4a 111
ASI 4b 116
ASI 4c 59
ASI 4d 14
ASI 4e 7
ASI 5a 89
ASI 5b 110
ASI 5c¢ 114
ASI 5d 51
ASI 5e 68
ASI 5f 109
ASI 6/1a 120
ASI 6/1b 118
ASI 6/1c 111
ASI 6/1d 120
ASI 6/1e 119
ASI 6/1f 118
ASI 6/2a 119
ASI 6/2b 110
ASI 6/2¢ 120
ASI 6/2d 118
ASI 6/2¢ 121
ASI 6/3a 120

Der Variationskoeffizient dieser Bestimmungsmethode liegt bei 1,9 Prozent. Bei der
Leerwertvermessung ergibt sich eine Protein-C-Aktivitit von 119 Prozent. Der
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Schwankungsbereich der Bestimmung umfafit folglich Werte zwischen 114,5 und 123,5

Prozent.

Die meisten der gemessenen Aktivititen der Proben liegen nahe bei diesem Leerwert.
Allerdings ist es auffallig, daB3 bei einigen Proben eine stark verminderte Protein-C-Aktivitét
zu beobachten ist. Besonders ausgeprigt ist dieses Phdnomen bei der Fraktion ASI 4e
ersichtlich, wo nur noch eine Aktivitit von 7 Prozent gemessenen werden konnte. Dies
entspricht einer Minderung um fast zwei Grofenordnungen. Andere Werte bestdtigen diesen
Trend (Fraktionen ASI 3c, 4d und 5d). Die genannten Fraktionen wirken somit deutlich
potentiell gerinnungsverstarkend.

3.3.6 Ergebnisse der APC-Resistenz-Bestimmung

Die Ergebnisse der APC-Resistenz-Bestimmung sind der Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 23: Ergebnisse derAPC-Resistenz-Bestimmung

Proben-Nummer Fibrinbildungszeit mit Fibrinbildungszeit APC-Ratio
APC-Reagenz ohne APC-Reagenz
[sec] [sec]
Leerwert 102,9 38,5 2,7

ASI 3b 108,2 41,4 2,6
ASI 3¢ 114,7 43,4 2,6
ASI 3d 106,1 38,6 2,7
ASI 4b 111,0 38,5 2,9
ASI 4c 99,2 36,7 2,7

ASI 5a 107,7 39,0 2,8
ASI 5b 104,3 36,3 2,9
ASI 5¢ 100,6 37,5 2,7
ASI 5d 105,3 40,1 2,6
ASI 5e 101,4 38,5 2,6
ASI 5f 101,3 37,9 2,7
ASI 6/1a 98,7 36,8 2,6
ASI 6/1b 99,7 37,5 2,7
ASI 6/1c 100,9 37,1 2,7
ASI 6/1d 97,8 37,7 2,6
ASI 6/1e 97,2 38,0 2,6
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Proben-Nummer Fibrinbildungszeit mit Fibrinbildungszeit APC-Ratio
APC-Reagenz ohne APC-Reagenz
[sec] [sec]
ASI 6/1f 90.7 36,8 2,5
ASI 6/2a 101,7 37,9 2,7
ASI 6/2b 103,1 38,4 2,7
ASI 6/2¢ 103,5 37,7 2,7
ASI 6/2d 102,7 38,7 2,7
ASI 6/2¢ 103.,4 38,4 2,7
ASI 6/3a 88,2 39,3 2,2

In der Klinik bedeutet eine APC-Ratio von iiber 2,0, dal eine APC-Resistenz weitestgehend
ausgeschlossen werden kann.

Liegt die Ratio zwischen 2,0 und 1,5, so handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um
eine heterozygote APC-Resistenz, liegt sie gar zwischen 1,3 und 1,0, so kann von einer
homozygoten APC-Resistenz ausgegangen werden (M. Barthels und M. von Depka, 2003).

Bei den oben vermessenen Proben liegen alle Werte bei mindestens 2,0. Die Leerwert-Ratio
liegt bei 2,7. Die meisten Seeanemonenfraktion-Verhéltnisse liegen nahe bei diesem Wert.
Dies liee vermuten, dall kaum ein Einflu3 der Seeanemonenextrakte auf die APC-Ratio zu
verzeichnen wire.

Allerdings fallen einige dieser Ergebnisse etwas aus dem Rahmen: So zeigt beispielsweise die
Fraktion ASI 4e mit dem Wert 2,0 im Vergleich zu dem Leerwert eine deutlich erniedrigte
Ratio. Schaut man sich den Einflufl der Fraktion auf die Aktivitdt des Proteins C an, wird
dieses Ergebnis untermauert. So bewirkt diese Fraktion ndmlich eine sehr pragnante Abnahme
der Protein-C-Aktivitdt. Ebenfalls eine deutliche Erniedrigung der APC-Ratio bewirkt die
Fraktion ASI 4d.

Einige andere Werte wiederum zeigen den gegenteiligen Effekt, ndmlich eine Zunahme der
APC-Ratio. Zu nennen wiren die Fraktionen ASI 3a (APC-Ratio = 3,0) und ASI 4a (APC-
Ratio = 3,2).

Um abzukldren, ob die beobachteten Ergebnisse eventuell therapeutische Relevanz haben
konnten, soll nun der EinfluB der Fraktionen, die in den obigen APC-Resistenz-Messungen
deutlich von der Norm abweichende Ergebnisse aufweisen, auf pathologisches
Patientenplasma untersucht werden.

Hierzu wird Patientenplasma eingesetzt, das eine APC-Ratio von 1,7 aufweist, wonach
folglich eine APC-Resistenz vorliegt. Dieses Plasma wird nun nach Zusatz der
entsprechenden Seeanemonenfraktionen erneut vermessen. Dabei ergeben sich folgende
Ergebnisse:
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Tabelle 24: APC-Resistenz-Untersuchungen mit ausgesuchten Seeanemonenfraktionen an pathologischem Patientenplasma

Proben-Nummer Fibrinbildungszeit | Fibrinbildungszeit APC-Ratio
mit APC-Reagenz | ohne APC-Reagenz
[sec] [sec]
reines Patientenplasma 67,5 393 1,7
ASI 3a 72,4 40,4 1,8
ASI 4a 77,5 41,0 1,9
ASI 4b 75,4 40,0 1,9
ASI 4c 74,7 40,6 1,8
ASI 4d 77,6 45,7 1,7
ASI 4e 81,4 51,8 1,6

Wie oben bereits erwihnt, gelten alle APC-Rationes, die unter 2,0 liegen, als pathologisch.
Der Ausgangswert des Patientenplasmas lag bei 1,7. Mit den Fraktionen ASI 4a und 4b
gelingt es, das Verhéltnis auf den Wert 1,9, also nahe an den Grenzbereich zum Gesunden,
anzuheben. Dieser Wert gilt zwar immer noch als pathologisch, allerdings ist deutlich die
Tendenz zu beobachten, daB3 die ungiinstige APC-Ratio durch diese Fraktionen verbessert
werden kann. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus den obigen APC-
Resistenzuntersuchungen, bei denen die genannten Fraktionen eine signifikant hohere APC-
Ratio bedingten, als sie bei dem Leerwert zu verzeichnen war.

Genau gegenteilig verhélt sich die Fraktion ASI 4e: Durch ihren Einflu3 vermindert sich die
APC-Ratio auf 1,6. Auch dieses Ergebnis deckt sich mit den obigen Untersuchungen. So
bewirkte die Fraktion ASI 4e eine dramatische Abnahme der Protein-C-Aktivitdt und
ebenfalls eine deutliche Verminderung der APC-Ratio.

3.3.7 Ergebnisse der Plasminogen-Bestimmung

Tabelle 25: Ergebnisse der Plasminogen-Bestimmung

Proben-Nummer | Plasminogen [% der Norm|]
Leerwert 97
ASI 3a 94
ASI 3b 90
ASI 3¢ 46
ASI 3d 93
ASI 4a 94
ASI 4b 97
ASI 4c 89
ASI 4d 35
ASI 4e 027
ASI 5a 101
ASI 5b 96
ASI 5c 97
ASI 5d 63
ASI Se 73
ASI 5f 116
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Proben-Nummer | Plasminogen [% der Norm]
ASI 6/1a 95
ASI 6/1b 97
ASI 6/1c 97
ASI 6/1d 99
ASI 6/1e 127
ASI 6/1f 100
ASI 6/2a 96
ASI 6/2b 96
ASI 6/2¢ 95
ASI 6/2d 97
ASI 6/2¢ 95
ASI 6/3a 95

Der Referenzbereich in der Klinik liegt zwischen 75 und 140 Prozent (M. Barthels, M. von
Depka, 2003). Dies bedeutet, da3 alle Werte fiir die Plasminogenaktivitdt innerhalb dieses
Bereichs als normal angesehen werden konnen.

Der Hersteller des Tests gibt den Variationskoeffizienten fiir eine Probe im Normalbereich
mit 2,9 Prozent an, womit sich ein Schwankungsbereich von 91 bis 103 Prozent ergibt.

Zieht man dieses Kriterium zur Auswertung heran, so stellt man fest, daB es signifikante
Abweichungen in beide Richtungen gibt.

Zum einen kann man eine starke Hemmung der Plasminogenaktivitét in den Fraktionen ASI
3¢, 4d und 4e beobachten. Ahnliche Tendenzen sind bei den Fraktionen ASI 5d und 5e zu
verzeichnen, allerdings sind sie hier nicht ganz so ausgeprigt. Allen diesen Fraktionen ist
jedoch gemein, dal sie eine Verschiebung der Plasminogenaktivitit unter den
Referenzbereich (also in den pathologischen Bereich hinein) bewirken.

Zum anderen ist auch eine Verstarkung der Plasminogenaktivitit zu erkennen, und zwar bei
der Fraktion ASI 6/1e. Hier liegt der Wert bei 127 Prozent der Norm. Im Vergleich zu dem
Leerwert von 97 Prozent der Norm ist dies eine deutliche Erh6hung der Aktivitét. Allerdings
liegt dieser Wert noch in dem Referenzbereich des Tests.

3.3.8 Ergebnisse der t-PA-Bestimmung

Tabelle 26: Ergebnisse der t-PA-Bestimmung

Proben-Nummer | t-Pa-Konzentration [ng/ml]
Leerwert 7,56
ASI 3a 7,11
ASI 3b 6,39
ASI 3¢ 7,94
ASI 3d 8,27
ASI 4a 6,05
ASI 4b 6,32
ASI 4c 6,61
ASI 4d 5,96
ASI 4e 5,73
ASI 5a 5,60
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Proben-Nummer | t-Pa-Konzentration [ng/ml]

ASI 5d 6,78
ASI 5e 7,94
ASI 5f 7,21

ASI6/1d 7,65
ASI 6/1e 8,01
ASI 6/1f 7,61
ASI 6/2a 7,34
ASI 6/2¢ 7,74
ASI 6/2d 7,04

In dem Beipackzettel des verwendeten Tests ist keine Angabe beziiglich des
Variationskoeffizientens zu finden. Der Referenzbereich des t-PA-Spiegels im Plasma liegt
im Klinikalltag zwischen 1,4 und 8,4 Nanogramm pro Milliliter (M. Barthels und M.von
Depka, 2003).

Alle gemessenen Werte liegen innerhalb dieses Referenzbereiches. Allerdings sind einige
deutliche ~Abweichungen von dem Leerwert zu verzeichnen, die aus dem
Schwankungsbereich des Testes herausfallen diirften und somit vermutlich nicht auf
MeBungenauigkeiten beruhen. Dabei sind auch hier sowohl Abweichungen nach oben als
auch nach unten zu beobachten.

So erniedrigen beispielsweise die Fraktionen ASI 3b, ASI 4a bis 4e, ASI 5a, ASI 6/1a bis ¢
und ASI 6/2b die meBbare t-PA-Konzentration deutlich.

Im Gegenteil dazu erhdhen die Fraktionen ASI 3d, ASI 5b und ¢, ASI 6/2e und ASI 6/3a die
erfafite t-PA-Konzentration.

3.3.9 Ergebnisse der PAI-Bestimmung

Tabelle 27: Ergebnisse der PAI-Bestimmung

Proben-Nummer | PAI-Aktivitéiit [U/ml]
Leerwert 1,7
ASI 3a 3,3
ASI 3b 4,6
ASI 3¢ 5,8
ASI 3d 2,8
ASI 4a 3,3
ASI 4b 2,0

ASI 5a 3,0
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Proben-Nummer | PAI-Aktivitéiit [U/ml]
ASI 5b 3,0
ASI 5c 2,6
ASI 5d 8,6
ASI Se 8,4
ASI 5f 2,5

ASI 6/1a 2,1
ASI 6/1b 1,9
ASI 6/1c 2,2
ASI 6/1d 1,3
ASI 6/1e 1,8
ASI 6/1f 1,9
ASI 6/2a 1,8
ASI 6/2b 2,8
ASI 6/2¢ 1,6
ASI 6/2d 1,7
ASI 6/2¢ 1,8
ASI 6/3a 1,9

Der Variationskoeffizient des Tests liegt maximal bei sechs Prozent. Demnach sind alle
Abweichungen, die auflerhalb des Schwankungsbereiches von 1,5 bis 1,9 Einheiten pro
Milliliter hinausgehen, als signifikant anzusehen.

Dieses Kriterium trifft auf die meisten der Fraktionen zu. In der Tabelle sind nur die
auffilligsten Werte dick gedruckt. Hierbei handelt es sich um die Fraktionen ASI 4c, 4d, 4e
und ASI 5d und Se. Bei ihnen allen wurden Aktivititen von iiber 8 U/ml gemessen, was einer
dramatischen Erhohung der PAI-Aktivitdt entspricht. Die wird besonders deutlich bei der
Darstellung im Balkendiagramm. Hierzu wird wiederum die PAI-Aktivitit der Leerwertprobe
gleich 100 Prozent gesetzt. Setzt man die PAI-Aktivitit der Proben damit ins Verhéltnis, so
ergibt sich nachfolgendes Diagramm:
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PAIl-Aktivitat [% der Norm]

600 -
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NacCl ASl 4c ASl 4d ASI 5d ASI Se

Abb. 87: Erhohung der PAI-Aktivitdt durch einige Seeanemonenfraktionen; aufgetragen ist die PAI-Aktivitét in Prozent der
Norm bezogen auf den Leerwert mit physiologischer Natriumchloridlosung

Im Klinikalltag geht man von einem Normbereich von 0,3 bis 3,5 U/ml aus. Der Leerwert
von Normalplasma mit NaCl-Losung liegt mit 1,7 U/ml innerhalb dieses Bereiches. Einige
der Seeanemonenfraktionen sind also in der Lage, die PAI-Aktivitit von Normalwerten
deutlich in den pathologischen Bereich im Sinne einer Erh6hung zu verschieben.

3.3.10 Ergebnisse der Prikallikrein-Bestimmung

Hier sind nur die Fraktionen untersucht worden, die bei der aPTT-Bestimmung eine deutliche
Verldngerung derselbigen bewirkten, da das Prékallikrein zu dem Kontaktsystem des
endogenen Gerinnungssystems gehort. Aus diesem Grund soll hier tiberpriift werden, ob diese
Verlangerung unter Umstdnden durch das Prékallikrein mitverursacht werden konnte.
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Tabelle 28: Ergebnisse der Prikallikrein-Bestimmung

Proben-Nummer PKK-AKktivitit [ %] PKK-Aktivitit [U/ml]
Leerwert 55 0,60
ASI 4a 47 0,52
ASI 4b 47 0,52
ASI 4c 41 0,45
ASI 4d 38 0,42
ASI 4e 35 0,39

Der Variationskoeffizient dieser Bestimmung liegt bei vier Prozent. Dies bedeutet folglich,
daBl methodische Schwankungen von vier Prozent innerhalb der Messungen auftreten kdnnen.
Alle Abweichungen, die auBBerhalb des Bereichs von 0,55 bis 0,65 liegen, konnen nicht auf
MeBschwankungen zuriickgefiihrt werden und miissen demnach als signifikant betrachtet
werden.

Demzufolge zeigen alle vermessenen Fraktionen Abweichungen, die auferhalb der
Schwankungsbreite des Tests liegen und somit auf eine Einwirkung der
Seeanemonenfraktionen zuriickzufiihren sind. Diese Abweichungen bestehen bei allen
Fraktionen in einer Abnahme der Prékallikreinaktivitdt. Innerhalb der Folgefraktionen der
XAD,-Fraktion 4, die auch in den iibrigen Gerinnungstests die deutlichsten Wirkungen
zeigten, ist folglich eine hemmende Einwirkung auf das Prékallikrein zu verzeichnen.

3.3.11 Ergebnisse der Plittchenfunktions-Bestimmung

3.3.11.1 Leerwertbestimmung mit ADP

SRR S S L B
S e 0L 08006000008 00800800600800000800 80

— 1 NIWUTE — — 1 NINUTE —
Abb. 88: Plattchenfunktionsbestimmung des Leerwertansatzes mit 0,2 pmolarer ADP-Lésung als induzierendes Agens; die
Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung; Ordinate: Extinktion, Abzisse: Zeit
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3.3.11.2 Leerwertbestimmung mit Kollagen
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Abb. 89: Pléittchenfunktioﬁsbestimmung des Leerwertansatzes mit Kollagenlosung (1,9 mg/ml) als induzierendes Agens; die

Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung; Ordinate: Extinktion, Abzisse: Zeit

3.3.11.3 Bestimmung von Fraktion 4c mit ADP und Kollagen

Abb. 90: Plattchenfunktionsbestimmung der Fraktion ASI 4c¢ mit 0,2 pmolarer ADP-Ldsung und mit Kollagenlosung (1,9

mg/ml) als induzierendes Agens; die Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung; Ordinate: Extinktion, Abzisse: Zeit
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3.3.11.4 Bestimmung von den Fraktionen ASI 4d und ASI 4e mit ADP und Kollagen

Abb. 91: Plattchenfunktionsbestimmung der Fraktion ASI 4d und ASI 4e mit 0,2 pumolarer ADP-Losung und mit
Kollagenlosung (1,9 mg/ml) als induzierendes Agens; die Bestimmung erfolgt mittels Extinktionsmessung; Ordinate:
Extinktion, Abzisse: Zeit

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Plittchenfunktionsbestimmungen in tabellarischer
Form zusammengefalt:

a) Ergebnisse der ADP-induzierten Bestimmungen

Tab. 29: Ergebnisse der ADP-induzierten Plattchenfunktions-Bestimmung

Fraktion Aggregation [%]
Leerwert mit NaCl 21
ASI 4c 22
ASI 4d 17
ASI 4e 30

Nach Herstellerangaben weist diese Methode einen Variationskoeffizienten von 6 Prozent auf.
Dadurch ergibt sich bei einem Leerwert von 21 Prozent Aggregation ein Schwankungsbereich
von 15 bis 27 Prozent. Nur einer der Werte liegt aulerhalb dieses Schwankungsbereichs: So
bewirkt eine die Fraktion ASI 4e eine verstirkte Aggregation unter ADP als
Plattchenaggregation-induzierendes Agenz im Vergleich zum Leerwert.

b) Ergebnisse der Kollagen-induzierten Bestimmung

Tab. 30: Ergebnisse der Kollagen-induzierten Pléttchenfunktions-Bestimmung
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Fraktion Aggregation [%]
Leerwert mit NaCl 89
AST 4c 81
ASI 4d 75
ASI 4e 72

Auch diese Methode weist nach Herstellerangaben einen Variationskoeffizienten von 6
Prozent auf. Der Schwankungsbereich liegt folglich bei 83 bis 95 Prozent. Aus diesem
Bereich fallen die Werte der Fraktionen ASI 4d und 4e heraus, indem sie eine Verringerung
der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation herbeifiihren.
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3.4 Ergebnisse der Toxizitdtstests an der Strandkrabbe

3.4.1 Ergebnisse der Fraktionen nach Serdolit- und Sephadex-G-50-Chromatographie

Tabelle 31: Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 3

Proben-Nummer Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher
Konz.)

ASI 3a - -

ASI 3b - -

ASI 3c - -

ASI 3d - -

ASI 3e - -

ASI 3f - -

Die Sephadex G-50- Fraktionen der Serdolit Fraktion 3 zeigen allesamt keinerlei toxische
Wirkung auf die Strandkrabbe. Hiermit 148t sich ausschliefen, daf3 in diesen Fraktionen die
Anemonia sulcata - Toxine ATX I bis IV enthalten sind.

Tabelle 32: Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 4

Proben-Nummer | Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher Konz.)

ASI 4a - i

ASI 4b - -

ASI 4c - -

ASI 4d - -

ASI 4e - -

ASI 4f - -

Die Ergebnisse der Krabbentest mit den Sephadex G-50-Fraktionen der Serdolit-Fraktion
fallen ebenfalls alle negativ aus. Auch in diesen Fraktionen ist keinerlei Toxinwirkung zu
finden.

Tabelle 33: Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 5

Proben-Nummer | Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher Konz.)
ASI 5a - -
ASI 5b - -
ASI 5c - -
ASI 5d -+
ASI Se +++
ASI 5 +

Bei den Sephadex G-50-Fraktionen der Serdolit-Fraktion 5 gestaltet sich die Situation anders.
Hier ist bei einigen Fraktionen deutliche Toxinwirkung bei der Strandkrabbe festzustellen.
Bei diesen Fraktionen handelt es sich um die Fraktionen ASI 5d, 5e¢ und 5f, wobei die
Fraktion 5d die stdrkste und die Fraktion 5f die schwichste toxische Wirkung aufweist.
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Tabelle 34: Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/1

Proben-Nummer | Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher Konz.)

ASI 6/1a - -

ASI 6/1b - -

ASI 6/1c ++

ASI6/1d -+

ASI 6/1e - -

ASI 6/1f - -

In den Sephadex G-50-Fraktionen der Serdolit-Fraktion 6/1 ist bei zwei Fraktionen, namlich
der Fraktion ASI 6/1e und ASI 6/1f, ebenfalls leichte Toxinwirkung feststellbar, allerdings in
deutlich geringerem Mal3e als bei den Folgefraktionen der Serdolit-Fraktion 5.

Tabelle 35: Toxizitétsergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/2

Proben-Nummer | Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher Konz.)

ASI 6/2a - -

ASI 6/2b +-

ASI 6/2¢ - -

ASI 6/2d - -

ASI 6/2¢ - -

Bei den Sephadex G-50-Fraktionen der Serdolit-Fraktion 6/2 ergibt sich in der Fraktion ASI
6/2 eine gewisse Wirksamkeit auf die Strandkrabbe. Allerdings ist dieser Effekt nicht
besonders stark ausgepragt.

Tabelle 36: Toxizitétstestergebnisse der Sephadex G-50-Fraktionen von XAD,-Fr. 6/3

Proben-Nummer Reaktion (bei iiblicher Konz.) Reaktion (bei sehr hoher
Konz.)
ASI 6/3a - -
ASI 6/3b - -
ASI 6/3c - -
ASI 6/3d - -

Bei den Sephadex G-50-Fraktionen der Serdolit-Frakion 6/3 liegt die gleiche Situation vor,
wie bei den Folgefraktionen der Serdolit-Fraktionen 3 und 4. Auch hier ist keine toxische
Aktivitat auf die Strandkrabbe zu konstatieren.

Zusammenfassend ist zu sagen, dal die Toxizitit vor allem in den Folgefraktionen der
Serdolit-Fraktion 5 zu finden ist. Die Toxizitit, die sich in den Fraktionen ASI 6/1c, ASI 6/1d
und ASI 6/2b zeigt, ist im Vergleich dazu =zu vernachldssigen. Mit diesem
Chromatographieschritt ist es demnach bereits gelungen, die Toxine in der Serdolit-Fraktion 5
zu konzentrieren.

Aufgrund dieser Ergebnisse werden die weiteren Krabbentests auf die Folgefraktionen der
XAD,-Fraktion 5 beschriankt, wobei das Hauptaugenmerk auf den Folgefraktionen von ASI
5d und ASI 5Se liegt.
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3.4.2 Ergebnisse der Toxizititstests mit den Folgefraktionen der XAD,-Fraktion 5

a) XAD,-Fraktion 5/ Seph. G50-Fr. 4a (entspr. ASI 5d)

Tabelle 37: Toxizitétstestergebnisse der Folgefraktionen von XAD,-Fraktion 5 / G50-Fr. 4a

Proben-Nummer weitere Toxizitit
Isolationsschritte
01AS937 SPFr.1/G50Fr. 1 -
01AS939 SP Fr. 2/ G50 Fr. 2 -
01AS941 SP Fr.3/G50Fr. 2 +-
01AS942 SP Fr.3/G50Fr. 3 -
01AS944 SP Fr. 4 / G50 Fr. Imax +
01AS945 SP Fr. 5/ G50 Fr. 1a +
01AS946 SPFr.5/G50Fr. 1 -
01AS947 SP Fr. 6/ G50 Fr. 1 -
01AS948 SP Fr. 6 / G50 Fr. 2 ++++
01AS 949 SP Fr. 7/ G50 Fr. 1 +-
01AS950 SP Fr. 7/ G50 Fr. 2 ++
01AS951 SP Fr. 8/ G50 Fr. 1 +-
01AS952 SP Fr. 8/ G50 Fr. 2 +/++
01AS953 SP Fr. 9/ G50 Fr. 1 -
SP Fr. 9/ G50 Fr. 2 ++
02AS190 SP Fr. 10/ G50 Fr. 1 +-
02AS191 SP Fr. 10/ G50 Fr. 2 ++
01AS954 SP Fr. 11 /G50 Fr. 1a -
01AS955 SP Fr. 11 /G50 Fr. 1 -
02AS192 SP Fr. 12/ G50 Fr. 1 -

03AS193 (ASIC11) | SP Fr.12/GS0 Fr.2 ++++
SP Fr. 13 /G50 Fr. 1 -
SP Fr. 13 /G50 Fr. 2 -
02AS194 (ASIC 12) | SPFr. 14/ G50 Fr. 1 -+
02AS195 (ASIC 13) | SP Fr.14 /G50 Fr. 2 ++++
SP Fr. 14/ G50 Fr. 2-3 +++
02AS196 (ASIC14) | SPFr.14/G50Fr. 3 +++
02AS197 (ASIC 15) | SP Fr. 15/ G50 Fr. 1a -

02AS198 (ASIC 16) | SP Fr. 15/GS50 Fr. 1b ++
02AS199 (ASIC 17) | SP Fr. 15/ G50 Fr. 2 -
02AS522 SP Fr.16/ G50 Fr. 1 ++++
02AS200 (ASIC 18) | SP Fr.17/G50 Fr. 1 ++
SP Fr. 17 /G50 Fr. 2 ++

02AS201 (ASIC 19) | SPFr. 17/ G50 Fr. 3 -

SP Fr. 17/ G50 Fr. 3b | +-(Zittern)
SP Fr. 18 / G50 Fr. 1 -

02AS202 (ASIC 20) | SP Fr. 18/ G50 Fr.
SP Fr. 18 / G50 Fr.
02AS203 (ASIC 21) | SP Fr. 19/ G50 Fr.
02AS204 (ASIC 22) | SP Fr. 20/ G50 Fr.
SP Fr. 20 / G50 Fr.
02AS205 (ASIC 23) | SP Fr. 21/ G50 Fr.
02AS206 (ASIC 24) | SP Fr. 21 /G50 Fr. 2b -

NN | ==
+
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b) XAD,-Fr. 5/Seph. G50 Fr. 4b (entspr. ASI 5e)

Tabelle 38: Toxizitétstestergebnisse der Folgefraktionen von XAD,-Fraktion 5 / G50-Fr. 4b

Proben-Nummer

weitere
Isolationsschritte

Toxizitit

01AS588

SP Fr.1/GS50 Fr. 1

01AS589

SP Fr. 2/ G50 Fr. 1a

SP Fr. 2 /G50 Fr. 1

01AS590

SP Fr. 3/ G50 Fr. 1a

SP Fr. 3/ G50 Fr. 1/G25 Fr.1

SP Fr. 3 /G50 Fr. 1/G25 Fr.2

01AS591

SP Fr.4 /G50 Fr. 1

SP Fr. 4/ G50 Fr

01AS592

SP Fr. 5/ G50 Fr

01AS593

01AS594

SP Fr. 5/ G50 Fr

.2
.1
SP Fr. 5/ G50 Fr. 2
.3
4

SP Fr. 5/ G50 Fr.
G25 Fr. 1

/

01AS595

SP Fr.5/G50 Fr. 4/
G25 Fr. 2b

+++

01AS596

SP Fr. 6/ G50 Fr. 1

+-

01AS597

SP Fr. 6/ G50 Fr. 2

++++

01AS598

SP Fr. 6 / G50 Fr. 3

+(Zittern)

SP Fr. 6/ G50 Fr. 4/
G25Fr.1

+++

SP Fr. 6 /G50 Fr. 4/
G25 Fr. 2

SP Fr. 6 /G50 Fr. 4/
G25Fr. 3

SP Fr. 6/ G50 Fr. 5

01AS600

SP Fr. 8 /G50 Fr. 1

SP Fr. 8 /G50 Fr. 2/
G25Fr. 1

SP Fr. 8 /G50 Fr. 2/
G25Fr.2

SP Fr. 8 /G50 Fr. 2/
G25 Fr. 3

01AS601

SP Fr.9/G50 Fr. 1

SP Fr. 10/ G50 Fr. 1a

01AS602

SP Fr. 10/ G50 Fr. 1

01AS603

SP Fr. 10 / G50 Fr. 2a

SP Fr. 10/ G50 Fr. 2b

SP Fr. 10/ G50 Fr. 3/
G25 Fr. 1

+ (Zittern)

SP Fr. 10/ G50 Fr. 3/
G25 Fr. 2

SP Fr.10/ G50 Fr. 3/
G25Fr. 4

.




Wihrend der Krabbentests an den Folgefraktionen von ASI 5d und 5e zeigen etliche
Fraktionen eine toxische Wirkung. Besonders ausgeprigt ist diese Wirkung bei den folgenden
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Proben-Nummer weitere Toxizitit
Isolationsschritte
01AS604 SP Fr.10/ G50 Fr. 5 ++
01AS605 SP Fr.11/ G50 Fr. 1 +++
SP Fr. 11 /G50 Fr. 2 +
01AS607 SP Fr.12 /G50 Fr. 1 ++++
SP Fr. 12/ G50 Fr. 2 —+
SP Fr. 12/ G50 Fr. 3/ +-
G25Fr. 1
SP Fr. 12/ G50 Fr. 3/ +-
G25Fr. 2
01AS608 SP Fr. 13/ G50 Fr. 1/ +
G50 Fr. 1
SP Fr. 13/ G50 Fr. 2 -
SP Fr. 14/ G50 Fr. 1 +-
SP Fr. 15/ G50 Fr. 1a +
SP Fr. 15/ G50 Fr. 1 +
SP Fr. 15/ G50 Fr. 1b +
01AS609 SP Fr. 15/ G50 Fr. 2 -
01AS610 SP Fr. 17/ G50 Fr. 1 -
SP Fr. 17/ G50 Fr. 2 -

Fraktionen:

ASI 5d-Folgefraktionen:

SP Seph. Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 2

SP Seph. Fr. 12/ Seph. G-50 Fr. 2
SP Seph. Fr. 14 / Seph. G-50 Fr. 2
SP Seph. Fr. 14 / Seph. G-50 Fr. 2-3
SP Seph. Fr. 14 / Seph. G-50 Fr. 3
SP Seph. Fr. 16 / Seph. G-50 Fr. 1

ASI 5e-Folgefraktionen:
SP Seph. Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4 / Seph. G-25 Fr. 2b

SP Seph. Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 2

SP Seph. Fr. 6 / Seph. G-50 Fr. 4 / Seph. G-25 Fr. 1
SP Seph. Fr. 10 / Seph. G-50 Fr. 3 / Seph. G-25 Fr. 4
SP Seph. Fr. 12 / Seph. G-50 Fr. 1
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3.5 Ergebnisse der Massenspektrometrie

3.5.1 statistische Betrachtung der massenspektrometrischen Untersuchungen

Untersuchungen beziiglich der Prézision und Genauigkeit der angewendeten Methode wurden
nicht eigens fiir diese Arbeit durchgefiihrt. Vielmehr wurde hier auf Literaturdaten
zuriickgegriffen, welche sich auf ein Quadrupol-Massenspektrometer beziehen. Es konnen
dhnliche Zusammenhédnge fiir ein Ion-Trap-Gerdt angenommen werden. So betrigt die
erreichbare Prézision der Massenbestimmung an einem Quadrupol-Massenspektrometer
knapp 0,01 %. AuBerdem ist in der Regel mit einer Genauigkeit von 0,03 bis 0,005 % zu
rechnen. Dies bedeutet beispielsweise flir ein Molekiil mit einem Molekulargewicht von
10000 Da einen maximalen Schwankungsbereich von +/- 3 Da.

Das Gerit wurde vor der Untersuchung mit Hilfe nicht-peptidischer Substanzen kalibriert.

3.5.2 allgemeine Aspekte der Auswertung

Bei der Molekulargewichtsbestimmung von Peptiden und Proteinen muf der Isotopeneffekt in
Betracht gezogen werden. Aus diesem Grunde ist es notwendig, zwischen der
monoisotopischen Masse und der mittleren Masse zu unterscheiden. Fiir die Berechnung der
monoisotopischen Masse werden stets die Isotope der kleinsten Masse herangezogen. Bei
Molekiilen mit einem Molekulargewicht unter 1200 Da entsprechen die Verhiltnisse
weitestgehend dieser Berechnung: Hier wird das intensivste Signal in einem Massenspektrum
durch monoisotopische Molekiile verursacht. Je grofler die Molekiile werden, desto groBer
wird der Anteil schwererer Isotope. Beispielsweise liegt C-13-Kohlenstoff natiirlicherweise in
einer Héufigkeit von 1,1 % vor bezogen auf das gesamte Kohlenstoffvorkommen. Dies macht
sich bei dem mittleren Molekulargewicht groBerer Molekiile bemerkbar.

3.5.3 theoretische Berechnung der mittleren Molekulargewichte der untersuchten
Proben

Aus den erhaltenen Massenspektren 148t sich nun das Molekulargewicht der untersuchten
Verbindungen berechnen. Wie dies gelingt, wird im Folgenden hergeleitet.

Zunichst soll die Differenz zweier benachbarter m/z-Werte gebildet werden. Dabei
entsprechen m; bzw. m; den Massen der jeweiligen Molekiile, wahrend q; bzw. q, ihre
Ladung darstellen. Daraus ergibt sich fiir die Differenz folgender Zusammenhang:

AT

q, q,

Aufgrund der Tatsachen, dall es unter den gewéhlten Bedingungen bei der lonisation zu
keiner Fragmentierung der unersuchten Molekiile kommt und da zu der Ionenbildung
ausschlieBlich Protonen herangezogen werden, deren Molekulargewicht vernnachléssigbar ist,
kann davon ausgegangen werden, dal m; und m, nahezu identisch sind. Man kann demnach
Folgendes voraussetzen:

m1=m2=M

Dabher gilt fiir die obige Differenz A:



163

M M 1 1 M
()
q, 4, 9,49,

Stellt man diese Gleichung etwas um, ergibt sich:

M q,

q,A 9, — 4,

Durch weitere Umstellung erhélt man folgende Gleichungen:

QlZM/ql — q2
A 9, — 4,

QZZM/qz — ql
A 9, — 4,

Man kann nun davon ausgehen, dal3 die beiden benachbarten Peaks von Molekiilen verursacht
werden, die in ihrer Ladung um 1 variieren. Man nehme also an, daB3 q; eine positive Ladung
mehr besitzt als q,. Demzufolge gilt:

q—q@=1
Q1=Q2
Q=q

Aus dem bisher Gesehenen 148t sich schlieen, daB3 aus den erhaltenen Daten die Ladung der
Molekiile zu ermitteln ist, die diesen Peak verursachen. Dazu mul} zunédchst die Differenz der
m/z-Werte zweier benachbarter Peaks gebildet werden. Dividiert man darauhin die beiden
m/z-Werte nacheinander durch die zuvor gebildete Differenz, so erhélt man die Ladung q des
jeweils anderen Peaks.

Mit Hilfe der ermittelten Ladung 146t sich aus dem m/z-Wert die entsprechende Masse des
Molekiilions berechnen, welches den Peak verursacht. Um nun das Molekulargewicht des
urspriinglichen Molekiils zu ermitteln, mufl bedacht werden, dal3 sich bei der Ionenbildung je
nach Ladung eine bestimmte Anzahl von Protonen an dasMolekiil angelagert haben. Handelt
es sich beispielsweise um ein vierfach positiv geladenes Ion, so miissen von der ermittelten
Molekiilionenmasse vier Dalton subtrahiert werden, um das Molekulargewicht des Molekiils
zu erhalten.
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3.5.4 Berechnungsbeispiel anhand der Probe MS 2 (02 AS 205)

Intens. All, 0.1-2.2min (#4-#72)

1142.9

7l 1371.0

1713.4

1030.6

1248.0 1429.4 1663.1
L [ RTINS TOP L FOTH SR IO
} iy

900 1000 1100 1200 ' 13‘00 o 1400 C ' 15‘00I ' 16‘00 S 17‘00 m/z
Abb. 92: Massenspektrum der Probe 02AS205;

0,1 pg Probe - geldst in je 100 pl Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen

(o=

In dem Spektrum erkennt man drei markante m/z—Werte (980,3 (ganz groBer Peak), 1143,4
und 1371,9 Da).

Um die Ladung des Molekiilions, welches den entsprechenden Peak verursacht hat,
bestimmen zu kénnen mufl man zundchst die Differenz der nebeneinander liegenden Peaks
berechnen:

1142,9 Da —980,3 Da=162,6 Da

Anschliefend werden beide der m/z—Werte durch die errechnete Differenz geteilt. Das
Ergebnis zeigt den Betrag der Ladung der jeweils den anderen Peak erzeugenden
Molekiilionen an:

11429 Da: 162,6 Da=7
980,3 Da: 162,6 Da=6

Dies bedeutet, dal die Molekiilionen, die den Peak bei dem m/z-Wert 1142,9 Da verursachen,
6-fach positiv geladen sind, wihrend die Molekiilionen, die fiir den Peak bei 980,3 Da
verantwortlich sind, eine 7-fache positive Ladung besitzen. Ebenso vorgehen kann man mit
den Peaks bei 1142,9 Da und bei 1371,0 Da:

1371,0 Da—1142,9 Da =228,1 Da
1371,0 Da : 228,1 Da=6
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11429 Da: 228,1 Da=15

Das Ergebnis ist deckungsgleich mit dem Ergebnis des anderen Wertepaares. So ergibt sich
fiir den Peak bei 1142,9 Da eine 6-fach positive Ladung. Die Molekiilionen bei dem m/z-Wert
1371,0 Da besitzen eine 5-fach positive Ladung. Diese Ergebnisse zeigen, dal die richtigen
m/z-Peaks zur Berechnung des Molekulargewichts herangezogen wurden.

Nun mufl der m/z-Wert noch mit seiner Ladung multipliziert werden, und das
Molekulargewicht der Protonen, die zur lonenbildung herangezogen wurden, subtrahiert
werden, und man erhilt das Molekulargewicht des untersuchten Peptids.

980,3 Da -7 -7 Da=6855,1 Da
11429 Da- 6 - 6 Da=6851,4 Da
1371,9 Da- 5 -5 Da=6854,5 Da

Berechnet man hieraus den Mittelwert, so ergibt sich Molekulargewicht von circa 6854 Da fiir
das untersuchte Polypeptid.

Die Molekulargewichte der {ibrigen Proben werden analog zu diesem Beispiel berechnet.
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3.5.5 Massenspektren der untersuchten Proben

MS 1 (02 AS 479)

Intens. | +MS, 0.8min (#33)
x107
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Abb. 93: Massenspektrum der Probe 02AS479;

0,1 pg Probe - gelost in je 100 pl Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigsdure - wird mit einer Flulrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase tiberflihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 3 (02 AS 480)

Tntens. | All, 3.1-5.6min (#90-#154)
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Abb. 94: Massenspektrum der Probe 02AS480;

0,1 pg Probe - geldst in je 100 pl Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 4 (01 AS 607)

Tntens. All, 1.4-8.3min (#59-#344)
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Abb. 95: Massenspektrum der Probe 01AS607;

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 5 (01 AS 600)

Tntens. | All, 0.1-1.9min (#3#77)
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Abb. 96: Massenspektrum der Probe 01AS600;

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 6 (02 AS 199)

Tntens. All, 7.7-8.4min (#350-#374)
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Abb. 97: Massenspektrum der Probe 02AS199;

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 7 (01 AS 952)

Tntens. All, 0.3-5.2min (#14-#225)
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Abb. 98: Massenspektrum der Probe 01AS952

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 8 (01 AS 610)

Intens. All, 0.1-10.6min (#7-#456)
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Abb. 99: Massenspektrum der Probe 01AS610

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 9 (01 AS 608)

Tntens. All, 0.1-0.6min (#4+#23)
x106 -|

1203.3

935.1
1167.6

1603.9
L I

" A Lo )

0.0

e L "
L R R LIRS Sy S B S B S S B B S Ry SN R B B R BN
0 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 m/z

L T )
AL AL A B N S R B B B N B R

600 700 800 9

o-§

Abb. 100: Massenspektrum der Probe 01AS608

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 10 (01 AS 609)
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Abb. 101: Massenspektrum der Probe 01AS609

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberflihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen
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MS 11 (02 AS 505)
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Abb. 102: Massenspektrum der Probe 02AS505

0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberflihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers
(Firma Bruker, Bremen) vermessen



MS 12 (02 AS 509)
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Abb. 103: Massenspektrogramm der Probe 02AS509
0,1 pg Probe - geldst in je 100 ul Aqua dest. und Acetonitril mit einem Zusatz von 10 pl Essigséure - wird mit einer Fluflrate
von 100 pl/h mittels Electrospray-Methode in die Gasphase iiberfiihrt und mit Hilfe des Esquire LC-Massenspektrometers

(Firma Bruker, Bremen) vermessen

3.3.6 ermittelte Molekulargewichte der untersuchten Proben

Bei der Berechnung der Molekulargewichte der untersuchten Seeanemonenfraktionen ergeben

sich folgende Werte:
Tab. 39: Ergebnisse der massenspektrometrischen Molekulargewichtsbestimmung
MS-Nummer | Proben-Nummer mittleres
Molekulargewicht [Da]

MS 1 02 AS 479 2933
MS 2 02 AS 205 6850
MS 3 02 AS 480 2931
MS 4 01 AS 607 4778
MS 5 01 AS 600 4762
MS 6 02 AS 199 4810
MS 7 01 AS 952 4760
MS 8 01 AS 610 6853
MS 9 01 AS 608 4809
MS 10 01 AS 609 4708
MS 11 02 AS 505 6590
MS 12 02 AS 509 13285
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4. Diskussion

Mit den hier vorgelegten Untersuchungen wurde angestrebt, verschiedene biologisch aktive

Inhaltsstoffe der Seeanemone Anemonia sulcata zu isolieren und diese anschlieBend auf ihre
neurotoxischen Wirkungen einerseits und auf ihre Effekte auf das menschliche Gerinnungs-

und Fibrinolysesystem andererseits zu untersuchen.

Die Isolierung bestimmter wirksamer Polypeptide aus dem Extrakt eines Gewebehomogenats,
in dem eine Vielzahl verschiedener wasserloslicher organischer und anorganischer
Verbindungen nebeneinander vorhanden sind, ist nach wie vor ein schwieriges Unterfangen.
So hat es in den vergangenen Jahrzehnten nicht an Versuchen gefehlt, durch stindige
Verbesserung der Isolationsmethoden die wertvollen Inhaltsstoffe der Seeanemone Anemonia
sulcata (z. B. Proteinaseinhibitoren, Toxine, BDS-Peptide) zu isolieren (Béress et Béress,
1971; Béress et al., 1975; Béress et al., 1985; Sanchez-Rodriguez et al., 1996; Wachter et al.,
1997).

In der Weiterfiihrung dieser Bestrebungen wurde im Rahmen dieser Dissertation ein
Isolationsverfahren ausgearbeitet, welches einerseits beziiglich des Materialaufwandes eine
verhdltnisméBig einfache Moglichkeit der schnellen Anreicherung biologisch aktiver
Polypeptide bietet, andererseits jedoch auch die Problematik und die Komplexitit dieser
Isolierungsarbeiten widerspiegelt.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, eine schnelle und effiziente simultane Isolierung der
Toxine und Proteinaseinhibitoren der Seeanemone Anemonia sulcata zu erreichen. Um
beurteilen zu konnen, ob das abgesteckte Ziel erlangt wurde, mufl man die Verteilung der
biologischen Aktivititen (Wirkung auf die Gerinnungsparameter und toxische Wirkung auf
die Strandkrabbe) iiber die Fraktionen genauer betrachten.

Die ersten biologischen Aktivititstests wurden nach der Adsorptionschromatographie an
Serdolit AD-2 und der GroéBenausschluBchromatographie an Sephadex G-50 durchgefiihrt.
Bei diesen Tests handelte es sich zum einen um die Gerinnungstests. Um nun erkennen zu
konnen, ob die Seeanemonenfraktionen einen deutlichen EinfluB auf das
Gerinnungsgeschehen haben, erscheint es zweckmédBig, sich die Ergebnisse der globalen
Gerinnungstests vor Augen zu fiihren.

Beziiglich des Quickwertes bleibt festzustellen, da3 keine der untersuchten Fraktionen eine
bemerkenswerte Erhohung oder Erniedrigung desselbigen bewirkt (Abschnitt 2.4.8, S. 67-68
und Abschnitt 3.3.2, S. 133-137). Daher 148t sich die Aussage treffen, dall bei keiner der
Fraktionen eine Aktivitidt gegeniiber dem exogenen Gerinnungssystem zu finden ist.

Im Gegensatz hierzu kommt es bei der aPTT-Bestimmung zu interessanten Ergebnissen im
Sinne einer Wirkung auf das endogene Gerinnungssystem (Abschnitt 2.4.9, S. 68-69 und
Abschnitt 3.3.2, S. 133-137). So ist bei zwei Sephadex-G-50-Folgefraktionen der Serdolit-
Fraktion 3 (ASI 3b und ASI 3c, siche Abschnitt 3.4.2, S. 60-62 zur Erlduterung der Kiirzel)
eine Verldngerung der aPTT zu erkennen. Eine noch deutlichere Verldngerung der aPTT
jedoch zeigt sich in zwei Sephadex-G-50-Folgefraktionen der Serdolit-AD-2-Fraktion 4,
nidmlich in ASI 4d und ASI 4e. Bei den Folgefraktionen der Serdolit-AD-2-Fraktionen 6/1,
6/2 und 6/3 14Bt sich hingegen keine deutliche Verldngerung oder Verkiirzung der aPTT
konstatieren. Fiir die Folgefraktionen der Serdolit-AD-2-Fraktion 5 wiederum ist eine geringe
Verlangerung der aPTT in den Fraktionen ASI 5d und ASI 5e zu verzeichnen, die allerdings
im Vergleich zu dem Effekt der Fraktionen ASI 3b, 3c, 4d und 4e vernachldssigt werden
kann.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daf} eine deutlich hemmende Wirkung auf das endogene
Gerinnungssystem durch einige der Seeanemonenfraktionen erfolgt, welche sich in einer
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aPTT-Verliangerung duBlert. Am ausgeprégtesten zeigt sich diese in den Folgefraktionen der
Serdolit-Fraktion 4. Aufgrund dieser Tatsache kann man von einer Aufkonzentrierung der
gerinnungsaktiven Substanzen in der Serdolit-AD-2-Fraktion 4 sprechen. Diese
gerinnungsaktive Wirkung ist hochstwahr-scheinlich auf die Proteinaseinhibitoren der
Seeanemone zuriickzufiihren. So haben H. D. Bruhn und L. Béress bereits 1978 die Wirkung
der Proteinaseinhibitoren auf den endogenen Ast der plasmatischen Gerinnung beschrieben,
welche sich in einer Verldngerung der aPTT niederschldgt. Demnach sammeln sich die
Proteinaseinhibitoren vor allem in der Serdolit-Fraktion 4 an (Chromatogramm der Serdolit-
Chromatograpie siche Abschnitt 3.1.1, Abb. 7, S. 90).

Der andere Teil der biologischen Aktivitétstests bestand in der Untersuchung der Toxizitdt der
Seeanemonenfraktionen auf die Strandkrabbe (Abschnitt 2.5, S. 86 und Abschnitt 3.4, ab S.
152). Hierbei ergab sich, daB bei der Strandkrabbe durch die Sephadex-G-50-Folgefraktionen
der Serdolit-Fraktionen 3 und 4 keine tetanischen Krdmpfe ausgelost werden konnten. Das
gleiche gilt fiir die Folgefraktionen der Serdolit-Fraktion 6/3. Die sehr geringe
Toxizititswirkung auf die Strandkrabbe der Fraktionen ASI 6/2b, ASI 6/1c und 6/1d ist im
Vergleich zu der Toxizitdt der Fraktionen ASI 5d und 5e zu vernachlédssigen. Vielmehr kann
sie auf geringfiigige Verschleppung der Toxine in die erwdhnten Fraktionen zuriickgefiihrt
werden. Alles in allem findet eine fast hundert prozentige Akkumulation der auf die
Strandkrabbe toxisch wirkenden Substanzen in der Serdolit-Fraktion 5 statt. Es ist bekannt,
daB die toxische Wirkung auf einer Verzégerung der Inaktivierung der spannungsabhidngigen
Natriumkanéle beruht, die durch die Toxine I bis IV der Anemonia sulcata bedingt wird.
Demnach bewirkt die Adsorptionschromatographie an Serdolit AD-2 eine Anhdufung der
Toxine in der Serdolit-Fraktion 5 (Chromatogramm der Serdolit-Chromatograpie siche
Abschnitt 3.1.1, Abb. 7, S. 90).

Unter Berlicksichtigung des oben Gesagten bleibt festzustellen, daB bereits der erste
Chromatographieschritt der gewéhlten Methode, ndmlich die Adsorptionschromatographie an
Serdolit AD-2, eine weitestgehende Trennung der beiden Zielsubstanzgruppen Toxine und
Proteinaseinhibitoren auf eine einfache und schnelle Art und Weise erlaubt. Diese
Abtrennung ist ein wichtiger Schritt in der Isolierung der beiden Substanzgruppen.

Nun sind beide Substanzgruppen zwar grob voneinander getrennt, aber von wirklichem
Nutzen sind sie nur im Reinzustand. Wie schnell gelingt es mittels der angewendeten
Methode, diesen Zustand herbeizufiihren? Diese Fragestellung wird im folgenden anhand der
Ergebnisse der HPLC- und Massenspektrometrieanalysen eingehend beleuchtet werden.

Uber den Reinheitszustand der Fraktionen geben die HPLC-Analysen Aufschlu. Hier sollen
zundchst die vermeintlichen Proteinaseinhibitoren betrachtet werden. Der Abschnitt 3.2.1 a)
(S. 122) belegt, dall nach der ersten lonenaustauschchromatographie der Fraktion XAD,-Fr. 4
/ Seph. G-50 Fr. 3+3b an SP Sephadex C-25 und anschlieBender GroBenausschluf3-
chromatographie an Sephadex G-50 die Reinheit der gewonnenen Fraktionen noch zu
wiinschen {ibrig 148t und keine von ihnen flir eine massenspektrometrische
Molekulargewichtsbestimmung geeignet ist (Abschnitt 3.2.2 a), S. 125 bis 126, Abbildungen
62 bis 66). Aus diesem Grunde mufiten diese Proben erneut an Kationenaustauschern (SP
Sephadex C-25 oder Bio Rad Macro-Prep® High S Support) rechromatographiert werden, um
massenspektrometrisch gut definierbare Inhibitorproben zu erhalten. In zwei Féllen ist dieses
Unterfangen gelungen, ndmlich bei den Fraktionen 02 AS 505 und 02 AS 509 (siche
Ubersicht {iber HPLC-Nummerierung in Ubersichtsabbildungen 45 bis 53, S. 117 -121 und im
Anhang). Sie weisen nach der weiteren Aufreinigung Chromatogramme in den HPLC-
Analysen auf, die auf einen hohen Reinheitsgrad schlielen lassen (sieche Abschnitt 3.2.3 a), S.
128, Abb. 73 u. 74). Die Vorfraktionen der Fraktionen 02 AS 505 und 02 AS 509 zeigten in
den Gerinnungsanalysen eine deutliche Verldngerung der aPTT. Daher ist zu vermuten, dafl
sich hinter diesen Fraktionen Proteinaseinhibitoren verbergen koénnten. Uber die
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Proteinaseinhibitoren der Anemonia sulcata weill man, daBl ihr Molekulargewicht circa
zwischen 6000 und 6500 Dalton liegt. Das ermittelte Molekulargewicht der Fraktion 02 AS
505 liegt mit 6590 Dalton knapp auBerhalb dieses Bereichs. Aufgrund der Eigenschaften in
den Gerinnungstests liegt aber trotzdem die Vermutung nahe, daf es sich um einen
Proteinaseinhibitor handelt. Bekannterweise existieren von diesen Proteinaseinhibitoren aus
der Anemonia sulcata verschiedene Isoformen mit unterschiedlichen Molekulargewichten,
daher ist es moglich, dafl die Substanz mit dem mittleren Molekulargewicht von 6590 Dalton
ein Proteinaseinhibitor ist. Das Molekulargewicht der Substanz 02 AS 509 liegt bei 13285
Dalton und damit deutlich iiber dem Molekulargewicht der Proteinaseinhibitoren. Allerdings
ist auffillig, da die Substanz 02 AS 509 ein in etwa verdoppeltes Molekulargewicht im
Vergleich zu den Proteinaseinhibitoren aufweist. Denkbar wire demnach, daB3 es zwischen
zwel Proteinaseinhibitormolekiilen zu einer Dimerisierung gekommen ist. Ein derartiges
Verhalten dieser Substanzgruppe ist jedoch noch nie in der Literatur beschrieben worden.
Eine weitere Moglichkeit wire das Vorliegen von Phospholipasen, die in diesem
Molekulargewichtsbereich liegen und ebenfalls gerinnungsaktiv sind (Lill, 1999). Bisher
wurde noch nicht liber das Vorkommen von Phospholipasen in der Seeanemone Anemonia
sulcata berichtet.

Ein wenig anders gestaltet sich das Bild bei den HPLC-Analysen der vermeintlichen
Toxinfraktionen. So ist hier sowohl bei den Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph.
G-50 Fr. 4a als auch bei den Folgefraktionen der Fraktion XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4b
bereits durch die erste lIonenaustauschchromatographie an SP Sephadex C-25 und die
anschliefende GroBenauschluBchromatographie an Sephadex G-50 gelungen, Fraktionen mit
geeignetem Reinheitsgrad fiir eine massenspektrometrische Molekulargewichtsbestimmung
zu gewinnen (siche Abschnitt 3.2.1 b und c), S. 122 bis 124, Abb. 54-56 und 57-61). Hierbei
handelt es sich um die Fraktionen 01 AS 952, 02 AS 199 und 02 AS 205 als Folgefraktionen
von XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4a und um 01 AS 600, 607 und 608 als Folgefraktionen von
XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr. 4b.

Der besseren Ubersichtlichkeit halber seien hier erneut die ermittelten Molekulargewichte
dieser Fraktionen aufgefiihrt:

01 AS 952: 4760 Da
02 AS 199: 4810 Da
02 AS 205: 6850 Da

01 AS 600: 4762 Da
01 AS 607: 4778 Da
01 AS 608: 4809 Da

Die Literaturwerte flir die Molekulargewichte der Toxine aus Anemonia sulcata lauten
(Quelle: L. Béress, Habil., 1979):

ATX1:4702 Da
ATX II: 4770 Da
ATX II: 2933 Da

Den massenspektrometrischen Untersuchungen kann man entnehmen, daBl keines der
ermittelten Molekulargewichte mit denen der Toxine iibereinstimmt. Die Fraktion 01 AS 952
zeigte jedoch eine toxische Wirkung auf die Strandkrabbe (Abschnitt 3.4.2 a), S. 155, Tab.
37). Mit einem Molekulargewicht von 4760 Dalton konnte es sich dabei eventuell um ein
Isotoxin von ATX II handeln.

Die Fraktion 01 AS 600, die mit einem Molekulargwicht von 4762 Dalton ebenfalls in diesem
Bereich liegt, weist hingegen keine toxische Wirkung auf die Strandkrabbe aus. Es 1d6t sich
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also mit Bestimmtheit sagen, daf es sich um keines der oben aufgefiihrten Toxine handelt.
Diese Substanz 148t sich mittels der gesammelten Informationen nicht genauer bestimmen.

Gleiches trifft auf die Fraktionen 02 AS 199 und 02 AS 205 zu, welche weder eine toxische
Wirkung auf die Strandkrabbe aufweisen, noch von dem Molekulargewicht einem der Toxine
zuzuordnen sind. Trotz der geringfligigen toxischen Wirkung der Fraktion 01 AS 608 bleibt
zu vermuten, daf} es sich auch hier um kein Natriumkanal-wirksames Toxin handelt, zumal
diese Substanz ein Molekulargewicht von 4809 Dalton aufweist. Diese Tatsache legt die
Vermutung nahe, daB3 es sich um die identische Substanz wie in Fraktion 01 AS 199 handelt,
welche ein Molekulargewicht von 4810 Dalton besitzt. Eine weitere Identifizierung mittels
der Datenlage dieser Arbeit ist nicht moglich.

Unter den Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a bzw. 4b gab es zudem noch
eine Reihe von Substanzen, die nach der ersten lonenaustauschchromatographie an SP
Sephadex C-25 und der anschlieBenden Groenausschluchromatographie an Sephadex G-50
noch nicht hinreichend rein fiir eine massenspektrometrische Molekulargewichtsbestimmung
sind (Abschnitt 3.2.2 b) und ¢), S. 126-128, Abb. 67-68 bzw. 69-72). Deshalb muflte auch bei
diesen Fraktionen eine verfeinerte Rechromatographie an einem Kationenaustauscher
angeschlossen werden. Anhand der HPLC-Ergebnisse ist zu ersehen, daBl im Falle der
Folgefraktionen von XAD,-Fr. 5 / Seph. G-50 Fr. 4a keine Aufreinigung zu massenspektro-
metrisch reinen Fraktionen gelingt (Abschnitt 3.2.3 b) u. Abschnitt 3.2.4 b), S. 129 und 131,
Abb. 80-82). Aus der weiteren Aufreinigung der Folgefraktionen von XAD;-Fr. 5 / Seph. G-
50 Fr. 4b gehen hingegen zwei sehr reine Fraktionen hervor, ndmlich 02 AS 479 und 480
(Abschnitt 3.2.3 ¢), S. 129,Abb. 75-76).

Die Zuordnung der beiden Substanzen 02 AS 479 und 02 AS 480 fillt leicht. So liegt ihr
ermitteltes Molekulargewicht bei 2933 bzw. 2931 Dalton (siche Abschnitt 3.5.5, S. 162-163
und Abschnitt 3.5.6, Tab. 39, S. 172). Sie entstammen beide der gleichen Vorfraktion, die im
Krabbentest starke Toxinwirkung auf die Versuchstiere zeigte. Das Molekulargewicht des
Seeanemonentoxins ATX III betrdgt 2933 Dalton und stimmt somit genau mit dem
ermittelten Molekulargewicht von 02 AS 479 iiberein. Es driangt sich nun die Vermutung auf,
dall die Substanz 02 AS 480 ebenfalls mit ATX III identisch ist. Damit ist es gelungen, ein
Toxin der Anemonia sulcata zu isolieren. Erfreulich dabei ist, dal es sich um das ATX III
handelt, da sich vormals die Isolierung eben dieses Toxins als besonders schwierig erwiesen
hat. So sind die Elutionseigenschaften von ATX III bei einer lonenaustauschchromatographie
mittels Puffergradienten nicht eindeutig vorhersagbar im Gegensatz zu denen von ATX I und
I1.

Das massenspektrometrisch bestimmte Molekulargewicht von der Fraktion 01 AS 607 (4778
Dalton) stimmt fast genau {iberein mit dem Molekulargewicht des kaliumkanalblockierenden
Anemonia-Sulcata-Peptids BDS II, welches ein Molekulargewicht von knapp 4777 Dalton
aufweist. Zudem verhilt sich die Fraktion in den Toxizitétstests an der Krabbe kaum toxisch.
Diese Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, dal es sich bei dieser Fraktion tatsdchlich um den
Kaliumkanalblocker BDS II in reiner Form handelt.

Relativ eindeutig ist die Lage bei der Fraktion 01 AS 609. Hier stimmt das ermittelte
Molekulargewicht der Substanz (4708 Dalton) genau iiberein mit dem Literaturwert des
Molekulargewichts des Kaliumkanalblockers BDS 1. Auflerdem ist in den Toxizitétstests an
der Krabbe keinerlei toxische Wirkung der betreffenden Fraktion zu beobachten gewesen.
Aus diesen Tatsachen kann der Schlufl gezogen werden, daf} die Fraktion 01 AS 609 identisch
ist mit BDS L.

Die iibrigen zuvor genannten Fraktionen sind mittels der Daten, die die biologischen
Aktivitdtsuntersuchungen, die HPLC-Analysen und die Massenspektrometrie lieferten, nicht
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eindeutig zu identifizieren. Es wére sicherlich interessant, die reinen Fraktionen zusitzlichen
Aktivititstests zu unterwerfen (beispielsweise genaue lonenkanaluntersuchungen).

Als Fazit aus diesen Untersuchungen 146t sich ziehen, dal es mit Hilfe der gewihlten
Methode gelungen ist, die Zielsubstanzgruppen Toxine und Proteinaseinhibitoren der
Seeanemone Anemonia sulcata voneinander zu trennen und in reiner Form zu erhalten. So
liegt mit der Fraktion 02 AS 505 ein Proteinaseinhibitor und mit den Fraktionen 02 AS 479
und 480 das Toxin ATX III in reiner Form vor. Zusitzlich ist es gelungen, die
kaliumkanalblockierenden Substanzen BDS I (Fraktion 01 AS 609) und II (Fraktion 01 AS
607) in reiner Form zu gewinnen. Dies ist insofern von Interesse, da Substanzen mit Wirkung
auf Kaliumkandle sich derzeit besonderer Aufmerksamkeit in der medizinisch-
pharmazeutischen Forschung erfreuen.

Aus der obigen Darstellung ist zu folgern, daBB die in dieser Dissertation beschriebene
Methode sich durchaus dazu eignet, verschiedene biologisch aktive Substanzen aus der
Seeanemone Anemonia sulcata in wenigen Arbeitsschritten und mit relativ geringem
Geriteaufwand simultan zu isolieren. Damit ist das erste abgesteckte Ziel der Arbeit erreicht.

Das zweite Ziel bestand darin, mit den vorliegenden Untersuchungen Anstdfe fiir weitere
Therapieprinzipien in der Himostase-Therapie zu liefern. Zu diesem Zwecke wurden die im
entsprechenden Kapitel aufgefiihrten umfangreichen Gerinnungsanalysen durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 2.4 ab S. 55 und Abschnitt 3.3 ab S. 133). Wie bereits weiter oben erwihnt, konnte
bei keiner der Fraktionen ein EinfluB auf den Quick-Test und somit auf das exogene
Gerinnungssystem beobachtet werden (sieche Abschnitt 3.3.2, S. 133-137).

Ganz anders liegt der Fall bei der aPTT-Bestimmung (siehe Abschnitt 3.3.2, S. 133-137).
Neben den Messungen an den Sephadex-G-50-Fraktionen der Serdolit-Fraktionen, bei denen
sich die Fraktionen ASI 3b, 3c, 4d und 4e als besonders wirksam beziiglich der aPTT-
Verldngerung erwiesen, wurden auch noch weiter aufgereinigte Fraktionen auf eine aPTT-
Verldngerung hin untersucht. Besonders taten sich dabei die Fraktionen AST GP 9, 10, 11, 13
und 14 hervor (sieche Abschnitt 2.4 ab S. 55 und 3.3 ab S. 133). Diese zuletzt aufgezdhlten
Fraktionen bewirkten je mindestens eine Verdopplung der aPTT im Vergleich zum Nullwert.
Da mit der aPTT-Bestimmung die gesamten Abldufe des endogenen Gerinnungssystems
iiberwacht werden, mulSte eine Einzelfaktorenanalyse durchgefiihrt werden, um detektieren zu
konnen, wo die Seeanemonenfraktionen genau ihren Angriffspunkt haben. Bei der
Einzelfaktorenanalyse ergab sich, dafl vor allem die Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren Xlla
und XIa herabgesetzt wird. Besonders deutlich wird dieses Phdnomen bei den Fraktionen ASI
GP 9, 10 und 11. Auch der Gerinnungsfaktor IXa wird in seiner Aktivitdt gemindert, was bei
den Fraktionen ASI GP 9 und 10 ersichtlich wird. Bei den Faktoren XlIla, XIa und IXa
handelt es sich um Serinproteinasen. Demzufolge ist es wahrscheinlich, dafl ihre Hemmung
auf Proteinaseinhibitoren aus den Seeanemonenfraktionen zuriickzufiihren ist (fiir Details
siche Abschnitt 3.3.2, Tab. 16-18, S. 136-138). Einsetzbar konnten diese Substanzen bei
Patienten mit erhdhter Thromboseneigung sein, welche auf eine erhohte Aktivitdt der eben
genannten Gerinnungsfaktoren zuriickgeht.

Eine weitere mogliche Erklirung fiir die deutliche aPTT-Verlidngerung durch die Fraktionen
ASI 4d und 4e ist der Einfluf} auf das Prikallikrein, bei dem es sich um einen Kontaktfaktor
im endogenen Gerinnungssystem handelt. Bei der Prékallikreinbestimmung wird das
enzymatisch inaktive Prikallikrein in das proteolytisch aktive Kallikrein iiberfiihrt, welches
wiederum ein chromogenes Substrat umsetzt. Die beiden aufgefiihrten Fraktionen erniedrigen
die Kallikreinaktivitdt, wodurch die Aktivierung des Faktors XII vermindert wird. Da es sich
bei dem Kallikrein um eine Proteinase handelt, diirften fiir diesen Effekt ebenfalls die
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Proteinaseinhibitoren der Anemonia sulcata verantwortlich sein. Allerdings ist zu vermuten,
daB die Kallikreinhemmung von untergeordneter Bedeutung ist, da es selbst bei Patienten mit
ausgepragtem Faktor-XII-Mangel zu keiner nennenswert erhohten Blutungsneigung kommt.

Bis zu diesem Punkt stehen die Gerinnungsergebnisse im Einklang mit den bereits zuvor
erwahnten Untersuchungen von H. D. Bruhn und L. Béress. In den damaligen
Untersuchungen ergab sich jedoch kein Einflul auf den Faktor VIIla. Die Ergebnisse dieser
Arbeit hingegen weisen eindeutig auf einen Einflul auf Faktor VIIla hin, der zwar weniger
stark ausgeprigt ist als der EinfluB3 auf die Faktoren XlIIa, XIa und [Xa, aber dennoch ohne
Zweifel vorhanden ist, wie die Ergebnisse der Fraktionen ASI GP 9 und 10 belegen. Diese
Tatsache ist durchaus von Belang, da der Faktor VIlla als Cofaktor eine Beschleunigung der
Gerinnungsabldufe um das Tausendfache bewirken kann. Somit hitte die Hemmung dieses
Cofaktors starke Auswirkungen auf den Gerinnungsvorgang. Die Wirkung des Faktors VIlIa
beruht auf katalytischer Verstarkung der Faktor-IXa-Aktivitit. Es handelt sich bei dem Faktor
Vllla demnach nicht um eine Serinproteinase, weswegen die Hemmwirkung nicht den
Proteinaseinhibitoren der Anemonia sulcata zuzuschreiben ist. Aus dieser Tatsache ist die
SchluBfolgerung zu ziehen, dafl eine bisher noch nicht identifizierte Substanz in der
Seeanemone enthalten sein muf}, welche einen hemmenden Einflufl auf den Faktor VIlla
ausiibt. Ein potentielles Einsatzgebiet einer Substanz mit hemmender Wirkung auf den
Gerinnungsfaktor VIIla wéren Patienten mit einer erhohten Thromboseneigung, die mit einer
abnorm hohen Faktor-VIIla-Aktivitit einhergeht.

Bei der Thrombinzeit- bzw. Fibrinogenbestimmung wurde kein mefBbarer Einfluf der
Seeanemonenfraktionen ersichtlich. Diese Tatsache ist bemerkenswert, da diese Bestimmung
auf der Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin beruht, welche durch Thrombin (Faktor IIa)
katalysiert wird. Obwohl es sich bei dem Thrombin um eine Proteinase handelt, ist kein
hemmender EinfluB der Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata auf die
Umwandlungsreaktion festzustellen. Die Erkldarung konnte in der relativ hohen Konzentration
an Thrombin, welches dem Testansatz im UberschuB zugefiigt wird, zu finden sein. Aus den
vorliegenden  Ergebnissen 1d8t sich  folgern, daB bei den  vorliegenden
Konzentrationsverhiltnissen kein Hemmeffekt der Proteinaseinhibitoren auf Thrombin zu
beobachten ist. Ferner kann festgestellt werden, daf3 keine der untersuchten Fraktionen einen
Einfluf auf das Fibrinogen bzw. Fibrin ausiibt.

Innerhalb der Fraktionen sind nicht nur gerinnungshemmende und somit antikoagulatorische
Wirkungen zu verzeichnen. Vielmehr wirken sich einige der untersuchten Fraktionen auf die
fibrinolytischen Vorgidnge aus. So kommt es unter dem EinfluB der entsprechenden
Seeanemonenfraktionen zu einer verminderten Bestimmbarkeit von Plasminogen (Abschnitt
3.3.7, S. 144-145). Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, daB3 die Fraktionen die
Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, beziehungsweise direkt die Plasminaktivitét
hemmen. Besonders ausgeprigt ist dieser Hemmeffekt genau bei den Fraktionen, bei denen
zuvor eine stark verlingerte aPTT gemessen wurde, als da wiren ASI 3b, 3c, 4d und 4e.
AuBlerdem sind die Effekte auch bei den Fraktionen ASI 5d und 5e zu beobachten, durch die
ebenfalls eine geringfiigige Verldngerung der aPTT erzielt werden konnte (siche Abschnitt
3.3.2,S.133-137).

In dieses Bild passen die Ergebnisse der t-PA-Bestimmungen der entsprechenden Fraktionen
(siche Abschnitt 3.3.8, S. 145-146). So wird der Fibrinolyseaktivator unter der Einwirkung
der Seeanemonenfraktionen gehemmt. Auch diese Wirkung ist bei den zuvor aufgezédhlten
Fraktionen am deutlichsten zu erkennen.

Ein weiterer Grund fiir die verminderte Bestimmbarkeit von Plasminogen diirfte in der
erhohten PAI-Aktivitit begriindet sein, die sich ebenfalls besonders ausgeprigt bei den
Fraktionen ASI 4c, 4d und 4e sowie bei ASI 5d und Se duBert (Abschnitt 3.3.9, S. 146-148).
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Es ist nicht verwunderlich, da eben genau die Fraktionen, die eine deutliche aPTT-
Verldngerung bewirken, gleichzeitig eine verminderte Plasmin- und damit auch eine geringere
Fibrinolyseaktivitdt herbeifithren. Weiter oben in der Diskussion wurde der Schluf3 gezogen,
daBl die aPTT-Verldngerung vor allem durch die Proteinaseinhibitoren begriindet ist. Bei dem
Plasmin und dem t-PA handelt es sich nun ebenfalls um Serinproteinasen. Aus dieser
Tatsache wird ersichtlich, dal die Hemmung derselbigen auch auf die angesprochenen
Proteinaseinhibitoren aus den Seeanemonenextrakten zuriickzufiihren ist. Der Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor (PAI) ist seineszeichens ein Proteinaseinhibitor. Demzufolge ist seine
erhohte Aktivitdt vermutlich die Folge eines synergetischen Zusammenwirkens der beiden
Proteinaseinhibitorarten verschiedenen Ursprungs. Die PAl-Inaktivierung erfolgt in vivo
mittels verschiedener Proteinasen, zu denen unter anderem das Protein C zdhlt. Demnach
wire es denkbar, dafl durch die Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata dieser
Inaktivierungsvorgang unterbunden wird. Die Ergebnisse aus der Protein-C-Bestimmung
stlitzen diese Vermutung (sieche weiter unten). Die vorliegenden Untersuchungen kldren somit
den Wirkmechanismus der damals von Bruhn und Béress angenommenen erniedrigten
Fibrinolyseaktivitdt auf. Erstmals konnte mit der hier vorliegenden Arbeit der EinfluB} von
Seeanemonenextrakten auf t-PA und PAI gezeigt werden. Alle diese zuletzt aufgezéhlten
Wirkungen der Seeanemonenextrakte bewirken eine verminderte Plasminaktivitit und somit
auch eine verminderte Fibrinolysetéitigkeit. Denkbar widre der FEinsatz eines derartigen
Wirkstoffs bei Patienten mit unerwiinscht hoher Fibrinolyseaktivitit (beispielsweise bei
unerwiinscht hoher Blutungsneigung wéhrend einer Fibrinolysetherapie).

Eine Untersuchung, die ebenfalls erstmals in dieser Dissertation durchgefiihrt wurde, ist die
Protein C-Bestimmung (siche Kapitel 2.4.13, S. 74-75 und Kapitel 3.3.5, S. 141-142). Bei
dieser ergaben sich in den vorliegenden Untersuchungen auch interessante Einfliisse. So kam
es gerade in den immer wieder erwihnten Fraktionen (v. a. ASI 3¢, 4d, 4e und 5d) zu einer
verminderten MefBbarkeit der Protein-C-Aktivitit. Beim dem aktivierten Protein C (APC)
handelt es sich um eine Serinproteinase. Somit wire die Hemmung der APC-Aktivitit
durchaus mit einem Einwirken der Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata erkldrbar. Das
Resultat dieser Hemmwirkung ist der Wegfall eines auf den Gerinnungsablauf drosselnd
einwirkenden Prinzips, wodurch sich eine prokoagulatorische Wirkung ergibt. Im Klinikalltag
treten ausgeprigte Protein-C-Spiegelerhohungen eher selten auf und sind zudem meistens
nicht lebensbedrohlich. Aus therapeutischer Sicht konnte ein Einsatz Protein-C-hemmender
Substanzen allerdings bei der Uberdosierung von Protein-C-Konzentraten unter einer Protein-
C-Mangel-Therapie von Interesse sein.

Im Rahmen der Gerinnungsanalysen wurde auch der Einflu3 dreier ausgewéhlter Fraktionen
mit besonders ausgepriagter aPTT-Verlingerung (ASI 4c, 4d und 4e) auf die
Throbocytenaggregation untersucht. Zu diesem Zwecke wurden zwei unterschiedliche
Agenzien zur Induzierung der Plittchenaggregation eingesetzt, namlich Kollagen und ADP.
Die Induzierung mit Kollagen spiegelt die physiologischen Verhéltnisse wider, bei denen die
Thrombocyten durch das im verletzten Endothel freigelegte Kollagen fiir die Aggregation
aktiviert werden, worauf diese unter anderem mit einer Ausschiittung von ADP reagieren.
Diese ADP-Ausschiittung treibt dann die Plittchenaggregation weiter voran. In den
Untersuchungen ergab sich unter dem Einflul der Fraktionen ASI 4c, 4d und 4e bei der
Messung mit Kollagen eine verminderte Pléttchenaggregation. Auf die ADP-induzierte
Thrombocytenaggregation vermdgen die drei untersuchten Fraktionen hingegen keinen
hemmenden Einflul auszuiiben. Es bleibt zu vermuten, da hier im Vergleich zu der
Kollagen-induzierten Aggregation ein anderer Mechanismus zugrunde liegt, der nicht durch
die Inhaltsstoffe der Seeanemonenfraktionen beeinflufit wird. Da, wie erwéhnt, in vivo der
erste Schritt der Plattchenaggregation durch Kollagen eingeleitet wird, wére es unter
Umstinden moglich, mit der entsprechenden Substanz aus Anemonia sulcata eine
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Verminderung der Plittchenaggregation zu erzielen. Die Tatsache, dafl es sich bei den
untersuchten Fraktionen ASI 4c, d und e um die Fraktionen handelt, welche die ausgeprigten
Proteinaseinhibitorwirkungen aufwiesen, legt die Vermutung nahe, dal die Hemmung der
Kollagen-induzierten Pldttchenaggregation ebenfalls durch die Proteinaseinhibitoren erfolgt.
Unter therapeutischen Gesichtspunkten wére dieser Effekt beispielsweise im Sinne einer
Reinfarktprophylaxe einsetzbar. Zudem konnte es sich als durchaus positiv erweisen, da3 die
ADP-induzierte Plattchenaggregation weitestgehend unbeeinfluf3t bleibt, weil auf diese Weise
eventuell eine zu stark ausgeprigte Blutungsneigung verhindert werden konnte. Es bliebe in
erweiterten Studien abzukldren, ob die Auspriagung der  bewirkten
Thrombocytenaggregationshemmung grof3 genug ist, um fiir derlei therapeutische Zwecke
eingesetzt werden zu konnen.

Um die Wirkungen der Proteinaseinhibitoren aus Anemonia sulcata zusammenzufassen,
bleibt festzustellen, dafl sie iiber ein breites Wirkungsspektrum verfiigen. So wirken sie
einerseits  antikoagulatorisch, andererseits aber ebenso prokoagulatorisch sowie
antifibrinolytisch. Zum Zwecke eines moglichen therapeutischen Einsatzes der
Proteinaseinhibitoren erscheint es zunachst notwendig, in weiteren Studien zu untersuchen, ob
sich die wunterschiedlichen Wirkungen (aPTT-Verlingerung, Pléttchenaggregations-,
Fibrinolyse- und APC-Hemmung) voneinander trennen lassen, oder ob die eine Wirkung stets
mit den anderen gekoppelt auftritt. Im Falle einer permanenten Coexistenz der aufgezihlten
Wirkungen konnte eben diese Vielfiltigkeit der Proteinaseinhibitoren sich in der Therapie
sowohl als Fluch als auch als Hoffnung erweisen. Zum einen konnten sich bei einer
beabsichtigten antithrombotischen Therapie unerwiinschterweise die prokoagulatorischen,
antifibrinolytischen Fédhigkeiten der Wirksubstanz bemerkbar machen, wodurch es zu einem
erneuten thromboembolischen Ereignis kommen kann. Zum anderen koénnte auch das
Gegenteil der Fall sein: Moglicherweise konnten die prokoagulatorischen Eigenschaften der
Proteinaseinhibitoren in einer antithrombotischen Therapie die unerwiinschte erhohte
Blutungsneigung des Patienten abfangen und somit das Nebenwirkungspotential mindern.
Derartige Moglichkeiten sind jedoch zu diesem Zeitpunkt noch Spekulationen. Die potentielle
Einsetzbarkeit als Arzneistoff miiite in weiteren, ausfiihrlichen klinischen Studien abgeklart
werden.

Jedoch nicht alle beobachteten Wirkungen der Seeanemonenfraktionen auf das menschliche
Gerinnungssystem lassen sich zwanglos den Proteinaseinhibitoren zuschreiben, so
beispielsweise die weiter oben im Zusammenhang mit der aPTT-Verldngerung bereits
erwahnte Faktor-VIIIla-Hemmung. Ebenso sieht es mit der durch einige Fraktionen erhohten t-
PA-Aktivitdt aus, die im Gegensatz zu der vermutlich durch die Proteinaseinhibitoren
verursachten t-PA-Hemmung steht (Kapitel 3.3.8, S. 145-146). Die Eigenschaft der t-PA-
Aktivitatserh6hung trifft auf die Fraktionen ASI 3d, 5b, 5¢ 6/2e und 6/3a zu. Dieser Einfluf3
kann wahrscheinlich nicht auf die Proteinaseinhibitoren zuriickgefiihrt werden, zumal es unter
Einwirkung dieser Fraktionen zu keiner Verldngerung der aPTT kommt. Demzufolge miiiten
sich hinter diesem Phdnomen andere Wirkprinzipien verbergen. Es wire interessant, diese
Wirkprinzipien zu isolieren und deren Aminosduresequenz aufzukldren, um anschlieend
detaillierte Studien iiber ihre Wirkung beziiglich der Auflosung von Blutgerinnseln
durchzufiihren. Die entsprechende Substanz bzw. die entsprechenden Substanzen kdnnten
sich bei der Fibrinolysetherapie beispielsweise von Patienten mit frischem Herzinfarkt als
sehr wertvoll erweisen.

Es ist davon auszugehen, daB3 es sich bei allen untersuchten Substanzen um Polypeptide
handelt. Dies ist durch den ersten Chromatographieschritt an Serdolit AD-2 gewéhrleistet
(Kapitel 2.2.2, S. 25-26). Prinzipiell gestaltet sich die Verwendung eines Peptids zu
therapeutischen Zwecken beim Menschen als schwierig. Zum einen liegt das an moglichen
Abwehrreaktionen des Organismus gegen korperfremde Eiweilistoffe, zum anderen sind
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Peptide relativ empfindliche Verbindungen, die bei oraler Gabe in der Regel im Magen durch
das dort vorliegende saure Milieu inaktiviert werden. Allerdings wére es denkbar, die
Substanz nur als Modell fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe zu nehmen, indem man die fiir
die Wirksamkeit verantwortlichen Strukturmerkmale ausfindig macht und dementsprechend
neue Verbindungen synthetisiert. Ein Beispiel fiir eine erfolgreiche Umsetzung dieses
Konzepts sind die Toxine der Kegelschnecke. So dienten diese als Vorbild fiir die
Entwicklung schmerzstillender Wirkstoffe (S. Frings, 1997; J. Hendry, 2004).

Das Resultat der in dieser Arbeit angewendeten Gerinnungsanalysen ist die Aufdeckung
etlicher bisher unbekannter Aspekte der Wirkung von Anemonia-Sulcata-Inhaltsstoffen auf
die Blutgerinnung: Senkung der Fibrinolyseaktivitit durch Plasmin- und t-PA-Hemmung
einerseits  t-PA-Aktivititserhohung andererseits; Protein-C-Hemmung; Faktor-VIIla-
Hemmung; Plittchenaggregationshemmung. Damit bietet die Anemonia sulcata auf der einen
Seite potentielle Wirkstoffe fiir eine gerinnungshemmende Therapie bei Thromboseneigung
und auf der anderen Seite potentielle Wirkstoffe fiir eine gerinnungsaktivierende Therapie bei
erhohter Blutungsneigung. Diese neuen Erkenntnisse sollten Anla3 zur weiteren Erforschung
beziiglich der pharmazeutischen Wirkstoffgewinnung aus Anemonia sulcata geben.

Hiermit ist auch das zweite Ziel dieser Dissertation erreicht. Es bleibt abzuwarten, ob sich in
Zukunft therapeutische Einsatzmdglichkeiten fiir die Seeanemoneninhaltsstoffe ergeben
werden. Auf alle Fille ist diese Arbeit ein erneuter Beweis dafiir, da3 sich durchaus viele sehr
interessante, hochwirksame Substanzklassen in marinen Organismen verbergen, die der
Mensch sich therapeutisch zunutze machen kann.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde durch Fortentwicklung einer bereits verdffentlichten Methode
(Sanchez-Rodruigez et al., 1997) zur Isolierung der Toxine aus der Seeanemone Anemonia
sulcata eine simultane Isolierung verschiedener biologisch aktiver Substanzen
(gerinnungsaktive Proteinaseinhibitoren, Toxine mit Wirkung auf die spannungsabhingigen
Natriumkanéle, Kaliumkanalblocker) erreicht. Dabei gelang es, mit vergleichsweise geringem
Material- und Geréteaufwand einen gerinnungsaktiven Proteinaseinhibitor, das Toxin ATX III
und die blutdrucksenkenden Kaliumkanalblocker BDS I und II in reiner Form zu gewinnen.
Da Anemonia sulcata eine Vielzahl von biologisch aktiven Inhaltsstoffen enthélt, die fiir die
pharmazeutische Forschung von hohem Interesse sein diirften, bietet die in der vorliegenden
Dissertation erarbeitete Isolationsmethode eine neue Mdglichkeit zur weiteren Erforschung
und anschlieenden 6konomischen Nutzung dieser Inhaltsstoffe.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die detaillierte Analyse der Wirkung der
gerinnungsaktiven Substanzen aus Anemonia sulcata auf das Gerinnungs- sowie auf das
Fibrinolysesystem. Zunichst wurden die globalen Gerinnungstests durchgefiihrt (Quickwert-
Bestimmung und aPTT). Dabei ergab sich bei keiner Seeanemonenfraktion ein Einfluf} auf
den Quick-Wert, womit eine Wirkung der Seeanemoneninhaltsstoffe auf das exogene
Gerinnungssystem ausgeschlossen werden kann. Im Gegensatz hierzu konnte unter dem
EinfluB etlicher der Seeanemonenfraktionen eine starke Verlingerung der aPTT beobachtet
werden. Ein Grofteil der Gerinnungswirkung ist den polyvalenten Proteinaseinhibitoren der
Anemonia sulcata zuzuschreiben. Dabei greifen diese an den unterschiedlichsten Orten in das
Hamostasesystem ein, woraus eine Vielzahl verschiedenartiger Wirkungen resultiert. Zum
einen ist eine antikoagulatorische Wirkung zu verzeichnen, welche auf einer Hemmung der
Gerinnungsfaktoren Xlla, Xla und IXa durch die Proteinaseinhibitoren beruht, die
maflgeblich an der ausgeprigten aPTT-Verliangerung beteiligt ist. Auflerdem konnte eine
Hemmwirkung auf das Kallikrein beobachtet werden, die auch ihren Beitrag zu der aPTT-
Verldngerung leisten diirfte. Zum anderen bewirken die Proteinaseinhibitoren eine Hemmung
von Protein C, iiber welche bisher in der Literatur noch nicht berichtet worden ist, und
besitzen folglich einen prokoagulatorischen Effekt. Hinzu kommt eine antifibrinolytische
Wirkung durch eine Hemmung von Plasmin und t-PA mittels der Proteinaseinhibitoren. Unter
dem EinfluB der Seeanemonenproteinaseinhibitoren ist aulerdem eine erhohte PAI-Aktivitét
meBbar, die vermutlich nicht durch eine direkte Einwirkung der Proteinaseinhibitoren der
Anemonia sulcata zu erkldren ist. Allerdings wird PAI in vivo durch verschiedene Proteinasen
inaktiviert, zu nennen ware z. B. das aktivierte Protein C. Eben auf dieses APC iiben laut der
Ergebnisse dieser Arbeit (wie bereits weiter oben erwihnt) die Proteinaseinhibitoren der
Seeanemone eine inhibierende Wirkung aus, und genau diese Hemmwirkung wirkt sich
wiederum forderlich auf die Aktivitit des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI) aus.

Ein weiterer Aspekt der facettenreichen Wirkungen der Anemonia-Sulcata-Inhaltsstoffe ist
die Plattchenaggregationshemmung. So konnte auf die Plittchenaggregation unter Kollagen-
EinfluB eine hemmende Einwirkung der untersuchten Seeanemonenfraktionen gemessen
werden, wiahrend bei der Plittchenaggregation unter ADP-Einflu3 kein nennenswerter Effekt
sichtbar wurde. Es gibt Hinweise dafiir, daB auch diese Wirkung durch die
Proteinaseinhibitoren aus der Anemonia sulcata vermittelt wird.

Desweiteren wurden in den durchgefiihrten Gerinnungsanalysen auch Wirkungen auf
Gerinnungsvorginge gefunden, an denen nicht unmittelbar Serinproteinasen beteiligt sind.
Dies legt die Vermutung nah, dal neben den Proteinaseinhibitoren noch andere
gerinnungsaktive Substanzen in der Anemonia sulcata enthalten sind.
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Dies trifft auf die Hemmung des Cofaktors VIIla zu, welcher als Akzelerator die
Geschwindigkeit des Gerinnungsvorganges erheblich vervielfacht. Der Wegfall dieser
Beschleunigung 148t daher einen deutlichen, hemmenden Einfluf auf das endogene
Gerinnungssystem vermuten, welcher sich in einer aPTT-Verlidngerung niederschligt. Da es
sich bei dem Faktor VIIla nicht um eine Proteinase handelt, bleibt zu vermuten, daf} die
Hemmwirkung nicht von den Proteinaseinhibitoren ausgeht, sondern Ausdruck einer
Fibrinolyseaktivierung durch noch nicht weiter identifizierte Substanzen ist.

Interessanterweise wurde durch das Einwirken einiger anderer Seeanemonenfraktionen bei
der t-PA-Bestimmung eine Erhohung der gemessenen Aktivitdt herbeigefiihrt. Aufgrund der
Tatsache, dal} sich bei den besagten Fraktionen keine Verldngerung der aPTT finden lieB, ist
die t-PA-Aktivitdtserhohung vermutlich nicht auf die polyvalenten Proteinaseinhibitoren der
Anemonia sulcata zuriickzufiihren.

Es bleibt weiteren Untersuchungen - gegebenenfalls zunéchst in Tierversuchen - vorbehalten,
im Detail abzuklédren, inwiefern sich die beschriebenen gerinnungsaktiven Substanzen als
Wirkstoffe in der Himostasetherapie eignen. Zu diesem Zwecke miiite untersucht werden, ob
sich die unterschiedlichen Wirkungen der Proteinaseinhibitoren voneinander trennen lassen,
ohne dabei einen Wirkungsverlust herbeizufithren. Gelingt dieses Vorhaben, so kdnnten
wertvolle Wirkstoffe sowohl zur Thromboseprophylaxe (durch Hemmung der Faktoren XlIla,
Xla und IXa) als auch als Antidot bei erhohter Blutungsneigung unter einer
Fibrinolysetherapie gewonnen werden. Auch in der Plattchenaggregationshemmung kdnnten
die Proteinaseinhibitoren potentielle Wirkstoffe darstellen. Das Einsatzgebiet der
Plattchenaggregationshemmung ist von besonderem Belang, weil diese als fester Bestandteil
der Herzinfarkt- und Schlaganfallprophylaxe gilt. In Anbetracht der Tatsache, daB3 die
Verstopfung eines coronaren bzw. craniellen Gefdlles durch einen abgelosten Blutpfropt die
héufigste Todesursache in den Industrienationen darstellt, wird der Stellenwert zuverldssiger
Therapieprinzipien auf diesem Gebiet ersichtlich. Ein wichtiges Standbein dieser
Thrombocytenaggregationshemmungstherapie ist die Acetylsalicylsdure. Der Fachpresse war
allerdings kiirzlich zu entnehmen, dafl neben dem lange bekannten Nebenwirkungsspektrum
(wie beispielsweise Magenblutungen bis hin zum Magengeschwiir) neuerdings eine erhohte
Inzidenz von Pankreaskarzinomen bei weiblichen Patienten unter langfristiger
Acetylsalicylsdureeinnahme diskutiert wird (DAZ, Jahrgang 144, 15.01.2004). Es bleibt
abzuwarten, ob sich eine eindeutige Korrelation zwischen der ASS-Einnahme und der
erhohten Krebserkrankungsrate belegen 1dBt. Auf jeden Fall zeigt dieses Beispiel, da3 bisher
keineswegs eine nebenwirkungsarme Therapie auf diesem Gebiet existiert und somit noch
Forschungsbedarf nach weiteren Therapieprinzipien vorhanden ist.

Weiterhin erscheint es lohnenswert, diejenigen Substanzen, welche eine Faktor-VIlla-
Hemmung und eine t-PA-Aktivitdtserhohung bewirken, zu isolieren, zu identifizieren und auf
entsprechende Einsatzmoglichkeiten wie z. B. Antikoagulation und Fibrinolysetherapie zu
untersuchen. Zur Auflosung unerwiinschter Blutgerinnsel (beispielsweise bei Thrombosen
oder auch bei Herzinfarkt) werden Medikamente verabreicht, welche die Fibrinolyse erhohen.
Eben hier konnten die Fraktionen aus der Anemonia sulcata von Belang sein, welche eine t-
PA-Aktivitidtserhohung bewirken.

Alles in allem konnten in dieser Dissertation eine Reihe interessanter, verschiedenartiger
Wirkungen der untersuchten Seeanemonenextrakte auf das Gerinnungssystem aufgezeigt
werden. Es erscheint lohnenswert, diese Ergebnisse in spétere Untersuchungen einzubeziehen
mit dem Ziel, neue Therapeutika fiir die Einsatzgebiete der Thromboseprophylaxe,
Plattchenaggragationshemmung bzw. der Antifibrinolysetherapie durch die Fibrinolyse-
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hemmenden Fraktionen, aber auch der Fibrinolysetherapie durch die Fibrinolyse-
aktivierenden Fraktionen zu entwickeln.
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

01 AS 588

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 1/
Seph. G-50 Fr. 1a

01 AS 589

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 2/
Seph. G-50 Fr. 1a

01 AS 590

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 3/
Seph. G-50 Fr. 1a

01 AS 591

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 4/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 592

XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 593

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 594

XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 3

01 AS 595

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 4 / Seph. G-
25 Fr. 2b

01 AS 596

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 6/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 597

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 6/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 598

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 6/
Seph. G-50 Fr. 3

01 AS 599

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. /
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 600

XAD,-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 8/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 601

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 9/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 602

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

01 AS 603

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 2a

01 AS 604

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 5

01 AS 605

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 11/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 607

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 608

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 609

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 15/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS610

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 936

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 1/
Seph. G-50 Fr. la

01 AS 937

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 1/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 938

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 1/
Seph. G-50 Fr. 1b

01 AS 939

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/SP Seph. C-25 Fr. 2/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 940

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 2/
Seph. G-50 Fr. 3

01 AS 941

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/SP Seph. C-25 Fr. 3/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 942

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 2/
Seph. G-50 Fr. 3

01 AS 943

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 4/
Seph. G-50 Fr. la

01 AS 944

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 4/
Seph. G-50 Fr. 1
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

01 AS 945

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 1a

01 AS 946

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 5/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 947

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 6/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 948

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/SP Seph. C-25 Fr. 6/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 949

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 7/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 950

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/SP Seph. C-25 Fr. 7/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 951

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 8/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 952

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 8/
Seph. G-50 Fr. 2

01 AS 953

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 9/
Seph. G-50 Fr. 1

01 AS 954

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 11/
Seph. G-50 Fr. la

01 AS 955

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 11/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 173

ASIGP 1

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 9/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 174

ASIGP 2

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 175

ASIGP 3

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 176

ASIGP 4

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 11/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 177

ASIGP 5

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50 Fr. 2
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

02 AS 178

ASIGP 6

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 179

ASIGP 7

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 180

ASIGP 8

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 13/
Seph. G-50 Fr. 3

02 AS 181

ASI 6

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 15/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 182

ASIGP 9

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 183

ASIGP 10

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50 Fr. 3+4

02 AS 184

ASIGP 11

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 185

ASIGP 12

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 19/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 186

ASIGP 13

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 20/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 187

ASI GP 14

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 20/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 188

ASIGP 15

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 25/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 189

ASIGP 16

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b / SP Seph. C-25 Fr. 25/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 190

ASIC7

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 191

ASIC 8

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 192

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 193

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 12/
Seph. G-50 Fr. 2
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

02 AS 194

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 14/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 195

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 14/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 196

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 14/
Seph. G-50 Fr. 3

02 AS 197

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 15/
Seph. G-50 Fr. 1a

02 AS 198

ASIC 16

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 15/
Seph. G-50 Fr. 1b

02 AS 199

ASIC 17/

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 15/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 200

ASIC 18

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 201

ASIC 19

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50 Fr. 3

02 AS 202

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 18/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 203

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 19/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 204

ASIC 22

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 20/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 205

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 21/
Seph. G-50 Fr. 2

02 AS 206

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 21/
Seph. G-50 Fr. 2b

02 AS 522

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4a/ SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50 Fr. 1

02 AS 479

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr.5 / Seph. G-25
Fr. 1
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HPLC-Nummer

Kiirzel /

Fraktionsgewinnung

02 AS 480

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.
4b / SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr.5 / Seph. G-25
Fr.2

02 AS 490

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.

4b / SP Seph. C-25 Fr. 12/

Seph. G-50 Fr. 2/ Fractogel
Fr. 1/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 491

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.

4b / SP Seph. C-25 Fr. 12/

Seph. G-50 Fr. 2/ Fractogel
Fr. 2/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 492

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.

4b / SP Seph. C-25 Fr. 12/

Seph. G-50 Fr. 2/ Fractogel
Fr. 3/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 495

XAD;-Fr. 5/ Seph. G-50 Fr.

4b / SP Seph. C-25 Fr. 11/

Seph. G-50 Fr. 1/ Fractogel
Fr. 2/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 497

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1/ Bio Rad
Fr. 1/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 498

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1/ Bio Rad
Fr. 2/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 499

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 10/
Seph. G-50 Fr. 1/ Bio Rad
Fr. 2b / Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 505

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 17/
Seph. G-50 Fr.2 / Bio Rad
Fr. 1/ Seph. G-25 Fr. 1

02 AS 509

XAD;-Fr. 4 / Seph. G-50 Fr.
3+3b/ SP Seph. C-25 Fr. 16/
Seph. G-50 Fr.2 / SP Seph.
Fr. 2/ Seph. G-25 Fr. 1
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