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U n t e r s u c h u n g e n  fiber die Re in i~ung  des  Protekt ins  Anti-Ahel  (Ant i -AHp)  aus Helix pomatia 

Das Protektin Anti-Abe l (Anti-AHp) aus der Eiweiss- 
driise yon Helix pomatia agglutiniert nicht nur  ]31ut- 
k6rperchen der Gruppe A 1, 2, sondern dariiber hinaus auch 
verschiedene BakterienstS.mme: Einige StS~mme yon E. 
cull der Serotypen O26, Us6, O m u n d  O126 ~, Salmonellen ~ 
sowie Streptokokken der Gruppe C 5. Allen Gruppierun- 
gen, die mit  Anti-Abe I reagieren, ist endstS, ndiges N- 
Acetyl-~-Galactosamin gemeinsam s. Der Eiweissdriisen- 
extrakt ist ein Gemisch aus mehreren Komponenten, 
woraus sich das agglutinierende Prinzip anreichern bzw. 
abtrennen 1/isst. 

Material und Methoden. Die Eiweissdriisen der Schnek- 
ken werden zun~tchst lyophilisiert und pulverisiert. 3 g 
des Trockenpulvers werden mit  30ml  physiologischer 
KochsMzl6sung versetzt und bei +4~  16 h geriihrt. 
Nach Zentrifugation (10 min bei 5000 U/min) wird der 
Rtickstand erneut dieser Behandlung unterworfen. Selbst 
nach einer 3. Extraktion ist der ~bers tand noch agglu- 
tinationsf~hig. Die vereinigten Oberstgnde werden gegen 
destilliertes Wasser salzfrei dialysiert und lyophilisiert. 
Diese lyophilisierte Substanz wird im weiteren als Roh- 
extrakt bezeichnet. 

Fraktionierungen an DEAE-Zellulose, CM-Zellulose 
und Sephadex G 200 wurden durchgefiihrt. Als Kriterium 
fiir die Einheitlichkeit der einzelnen bei der Fraktio- 
nierung erhaltenen Gipfel zogen wir die Disk-Elektro- 
phorese*, s als die derzeit leistungsf~higste Trennmethode 
heran. Weiterhin untersuchen wit die Agglutinations- 
f~higkeit. Dabei gilt Ms Standardkonzentration eine Ein- 
waage yon 10 mg lyophilisierter Substanz in i ml phy- 
siologischer Kochsalzl6sung. Die Agglutinationsst~rke 
wird durch das Testen einer Verdiinnungsreihe bestimmt, 
die mit  einer Verdiinnung yon 1 : 10 beginnt und dann als 
Potenzreihe mit  dem Faktor 1/2 fortgesetzt wird: 1:20, 
40, 80, 160 ... .  bis schliesslich keine Agglutination mehr 
eintritt. 

1. Fraktionierung an DEAE-Zellulose. S/iule 2,5 • 25 cm. 
Der Ionenaustauscher wird mit  0,005M Puffer pH 7,0 
~quilibriert. 300 mg lyophilisierten Rohextraktes, in etwa 
50 ml des gleichen Puffers gel6st, werden auf die S~ule 
aufgetragen. Die Elution wird mit  3 verschiedenen Puf- 
fern vorgenommen: a) 250mi 0,005M Na~PO~-2H~O, 
pH 7,0; b) 250 ml O,05MNa2PO,'2HeO, pH 7,0; c) 250ml 
0,2M Na2PO,'2H20 + 0,5M NaC1, pH 7,0. 

Die 3 Puffer werden in der angegebenen Reihenfolge 
nacheinander durch elektronisch gesteuerte Magnetventile 
auf die S~nle gegeben. Die Extinkt ion des Eluates wird in 
einem UV-Durchflussabsorptiometer gemessen und regi- 
striert. Das Etutionsdiagramm zeigt 3 Gipfel. Der erste 
enth~lt die gesamte serologische Aktivit/~t, w~hrend der 
zweite und dritte negativ sind bzw. nut  Spuren zeigen. 
Die Fraktionen des ersten Peaks werden vereinigt, gegen 
destilIiertes Wasser dialysiert und im Anschluss daran an 
CM-Zellulose fraktioniert (Figur 1). 

2. Fraktionierung an CM-Zellulose. S~ule 2,5 • 20 cm. 
Der Zonenaustauscher wird mit  0,005M Dinatrium- 
hydrogenphosphatpuffer, pH 4,0, ~quilibriert. 300 mg 
Rohextrakt werden in ca. 50 ml physiologischer Koch- 
salzl6sung gel6st und auf die S~tule aufgetragen. Elutions- 
programm: a) 250 ml 0,005M Na,HPO~.2H~O, p i t  4,0; 
b) 250ml 0,05M Na~HPO~'2H20, pH 7,0; c) 250ml 
0,2M Na2HPO,'2H~O + 0,5M NaC1, pH 7,0. 

Bei dieser chromatographischen Trennung erlx/~lt man 
2 Gipfel etwa gleicher Gr6sse (Figur 2), Der zweite enth~lt 
die serologische Aktivit/it. Bei der Fraktionierung des an 
CM-Zellulose a.ktiven Gipfels an Sephadex G200 ergibt 
sich ein iiberraschendes Bild: Es zeigt sich ein einziger 
Gipfel, der praktisch keine Agglutinationsf~higkeit be- 

sitzt. Dieser Gipfel ergibt in der Disk-Elektrophorese nur  
noch eine einzige Bande. Das bedeutet, dass die zweite 
Komponente, die offenbar Tr~ger des agglutinierenden 
Prinzips ist, r um Sephadex absorbiert wird. Im weiteren 
Verlauf der Elution zeigt sich bei einigen Fraktionen eine 
schwache Agglutinationsf~higkeit, obwohl das UV-Durch- 
flussabsorptiometer kein Ansteigen der Extinkt ion regi- 
striert. Das bedeutet, dass die zweite Komponente, die 
offenbar an das Sephadex absorbiert ist, sehr stark ver- 
diinnt im Laufe der Zeit ausgewaschen wird. Die Elution 
des Protektins erfolgt daml entweder mit  6M Harnstoff- 
16sung oder noch besser mit  O,5M Glukose in 0,05M 
Phosphatpuffer pH 7,0. Das Protektin wandert mit  der 
Glukosefront und erscheint als Gipfel im Eluat. Die Glu- 
kose wird durch Dialyse entfernt und die w/issrige L6sung 
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Fig. 1. Fraktionierung yon Helix pomatia Rohextrakt  an DEAE- 
Zellulose. 
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Fig. 2. Fraktionierung yon Helix pomatia Rohextrakt an CM- 

Zellulose. 
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Agglutinationsf~higkeit der einzelnen Fraktionsstufen gegen Streptokokken der Gruppe C 

EXPERIENTIA 25/11 

Verdtinnung 1 : 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 

I Rohextrakt 

II Aktiver Gipfel der DEAE- 
Zellulose-Fraktionierung 

III Aktiver Gipfel der CM-Zellulose- 
Fraktionierung 

IV Mit GlukoselSsung an Sephadex 
G 200 eluiertes Protektin 
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Jeweils 10 mg lyophilisierte Substanz in 1 ml physiologischer Kochsalzlbsung gelSst, yon dieser StammlSsung eine Verdiinnungsreihe in der 
oben angegebenen Weise angelegt und die einzelnen Stufen aggtutiniert. 
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Fig. 3. Fraktionierung yon Helix pomatia Rohextrakt an Sephadex 
G 200. 

anschliessend lyophil  getrocknet .  I n  der Disk-Elektro-  
phorese zeigt sich, dass diese Substanz  als einheit l iche 
F ron t  wander t ,  das heisst,  sie enth~l t  keine weitere nach- 
weisbare K o m p o n e n t e  mehr.  Auf dieser Basis bau ten  wir 
ein einfaches, aber  sehr wirkungsvolles  Reinigungsver-  
fahren fiir das P ro tek t in  aus Helix pomatia auf:  200 mg 
lyophil is ier ten Rohex t rak te s  werden in 3 - 4 m l  0 ,05M 
Dina t r iumhydrogenphospha t ,  p H  7,0, ge16st und auf eine 
Sephadex G200 S~ule (2 ,5•  cm), die mi t  demselben 
L6sungsmit te l  ~quit ibriert  ist, aufgetragen.  Die E lu t ion  
erfolgt zun~tchst m i t  250 ml  des gleichen Puffers. Dabei  
werden siimtliche anderen Komponen ten ,  ausser dem 
Protekt in ,  aus der S~ule ausgewaschen. Du tch  einen 
au tomat i schen  Umscha l te r  wird die Sgule mi t  dem zwei- 
t en  Puffer-Reservoir ,  das 0 ,05M Phosphatpuffer ,  p H  7,0, 
mi t  O,5M Glukose enth~lt ,  verbunden.  Dabei  erscheint  
das in der Disk-Elekt rophorese  einhei t l iche Pro tek t in  mi t  
der Glukosefront  im Eluat ,  das mi t  e inem UV-Durchfluss-  
absorpt iometer  kontrol l ier t  wird. Die Ausbeute  betrXgt 
nach Dialyse und Lyophi l i sa t ion ungef~hr 10 mg (Figur 3). 
E ine  Frak t ion ie rung  des bereits  an D E A E -  und CM- 
Zellulose gereinigten Pro tek t ins  an  Biogel  P-300 ergibt  
nu t  1 Gipfel, dessen Agglut inat ionsf~higkei t  jedoch noch 
yon  erhal ten ist, das heisst,  es erfolgt keine wei tere  Auf- 
t r ennung  (Figur 4 und Tabelle).  

Summary. A method  is described which allows separa- 
t ion of the  protec t in  Ant i  Abe 1 (Anti  AHp ) f rom crude 
ext rac ts  of the  prote in  gland of Helix pomatia. A solution 
of the  crude ex t rac t  in 0 .05M sodium phospha te  buffer, 
p H  7.0, is appl icated on a Sephadex G200 column. The 
pro tec t in  is re ta ined on the  gel matr ix ,  while the  other  
components  of the  mix ture  are eluted. The  pro tec t in  is 
eluted wi th  a 0 .5M solution of glucose ill buffer, and is 
isolated by  dia lyzat ion against  aqua  dest. and lyophil iza- 
t ion.  
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Fig. 4. Disk-l~lektropherograrame der serologisch aktiven Gipfel 
yon 1, 2 und 3 (yon rechts nach links). 
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