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FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
Gal   Galactose 
GALT   Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
GC   Gaschromatographie / Gaschromatograph 
GC-MS  Gaschromatographie-Massenspektrometrie 
Glc   Glucose 
GlcA   Glucuronsäure 
Gln   Glutamin 
Glu   Glutaminsäure 
Gly   Glycin 
GPC   Gelpermeationschromatographie 
GPI   Glykosylphosphatidylinositol 
His   Histidin 
HPLC    Hochleistungsflüssigchromatographie 
HRGP    hydroxyprolinreiches Glykoprotein 
Hyp    Hydroxyprolin 
IgG   Immunglobulin G 
Ile    Isoleucin 
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iZ   innere Zellwand 
KFA   Komplettes Freud Adjuvans 
KLH   Keyhole Limpet Hemocyanin 
L.   Linnaeus 
LAF   Laminar Air Flow 
Laser   Light Amplification through Stimulated Emission of Radiation 
LDL   low density lipoprotein 
Leu    Leucin 
Lys    Lysin 
MALLS  Multi-Angle-Laser-Light-Scattering 
MALT   Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
Man   Mannose 
Met   Methionin 
ML   Mittellamelle 
MS   Massenspektrometrie / Markstrahl 
MW   Molekulargewicht 
MWCO  Molekulargewichtsausschlussgrenze 
NZW   New Zealand White 
OT   Objektträger 
p   pyranosidisch 
PBS   Phoshat gepufferte Salzlösung 
Phe   Phenylalanin 
PMAA   permethyliertes Alditolacetat 
pNPP   p-Nitrophenylphosphat 
Pro   Prolin 
PRP   Prolinreiches-Protein 
pX   primäres Xylem 
Rha   Rhamnose 
RT   Raumtemperatur 
SEC   Größenausschlusschromatographie 
Ser   Serin 
Sk   Sklerenchym 
sX   sekundäres Xylem 
TBS   Tris Buffered Saline 
TEAC   Trolox Equivalent Antioxidative Capacity 
TEM   Transmissions Elektronen Mikroskopie 
TFA   Trifluoressigsäure 
TFF   Tangentialflussfiltration 
Thr   Threonin 
TIC   Totalionenchromatogramm 
Tk   Tüpfelkanäle 
Tr   Tracheidales Gefäß 
tr   traces 
Tris   Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 
Tyr   Tyrosin 
US   United States 
Val   Valin 
WCOT   Wall Coated Open Tubular 
Xyl   Xylose 
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1. Einleitung und Zielsetzung 

 
Abbildung 1.1: Echinacea purpurea (L.) MOENCH 

1.1. Echinacea purpurea 

Echinacea purpurea (L.) MOENCH, Asteraceae (siehe Abbildung 1.1), ist eine 60-

180 cm hohe, ausdauernde Pflanze mit kräftiger, aufrechter und verzweigter 

Sprossachse. Diese ist schwach rauhaarig, die Grundblätter sind eiförmig bis 

eiförmig-lanzettlich, zugespitzt und grob oder scharf gesägt. Der Blattstiel ist bis zu 

25 cm lang. Die Blattspreite ist bis zu 20 cm lang und 15 cm breit, zur Basis hin 

etwas schmaler und oft herzförmig. Die Stängelblätter sind unten gestielt und 

oberwärts sitzend, 7-20 cm lang, 1,5-8 cm breit, grob gesägt bis ganzrandig und 

beidseitig rau. Die Hüllblätter sind lineal-lanzettlich, verschmälert, ganzrandig bis 

grob gesägt und an der Außenseite behaart. Am Rand sind sie gewimpert und sie 

gehen in die Spreublätter über. Die Zungenblüten sind 1,5-3 cm lang, 5-10 mm breit 

und purpurn. Die Spreublätter sind 9-13 mm lang. Die Länge der Röhrenblüten 

beträgt 4,5-5,5 mm. Die Pollenkörner sind gelb mit einem Durchmesser von 19-21 

µm und weisen eine warzige Exine auf (McGregor, 1968). Als besonderes Merkmal 

gilt, dass die Spreublätter der Röhrenblüten diese wie Igelstacheln überragen, 
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weshalb die Pflanzengattung umgangssprachlich auch als „Igelkopf“ bezeichnet 

wird. 

1.2. Inhaltsstoffe 

Die Kenntnis der wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe ist im Sektor der 

pflanzlichen Arzneimittel häufig nicht gegeben. So gibt es zahlreiche pflanzliche 

Präparate, von denen der Gesamtextrakt als pharmakologisch aktiv gilt, warum und 

auf welche Weise dieser Extrakt eine pharmakologische Wirkung hat, ist oft 

unbekannt. Auch die Zuordnung des aktiven immunmodulierenden Prinzips von 

Arzneimitteln aus Echinacea zu einem ihrer Inhaltsstoffe ist bis heute nicht gelungen 

und wird weiterhin diskutiert (Blaschek et al., 1998). Zum besseren Verständnis 

möglicher Wirkungsweisen ist die Charakterisierung der Inhaltsstoffe von Echinacea 

der erste Schritt. 

1.2.1. Niedermolekulare Inhaltsstoffe 

Neben den näher untersuchten Glykoproteinen (s.u.) findet sich ein großes Spektrum 

an niedermolekularen Inhaltsstoffen in der Gattung Echinacea. So wurden 

Kaffeesäurederivate wie das Echinacosid (Stoll et al., 1950; Bauer et al., 1987) und 

die Cichoriensäure (Bauer et al., 1988), Flavonoidderivate wie Quercetin und 

Kämpferol (Malonga-Makosi, 1983), Polyacetylene (Bohlmann, 1973) und 

Alkamide, in erster Linie vom Typ des Dodecatetraensäureisobutylamids (Bauer et 

al. 1988), nachgewiesen. Echinacosid (siehe Abbildung 1.2) als Kaffeesäurederivat 

wurde hierbei in relativ hohen Konzentrationen von 1-3% (m/m) in den getrockneten 

Wurzeln von E. pallida und E. angustifolia nachgewiesen, wogegen es in den 

Extrakten der Wurzel von E. purpurea nur in Spuren auftritt (Schulz et al., 2002).  



11..  EEIINNLLEEIITTUUNNGG  UUNNDD  ZZIIEELLSSEETTZZUUNNGG  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

15 

OCH3OH
OH OH

O
O

OH

O

OH

OH

CH2

OOOH OH
OH

O
OH

OH

O

HOH2C

 
Abbildung 1.2: Struktur des Kaffeesäurederivates Echinacosid 

Der Gehalt an Alkamiden (siehe Abbildung 1.4) in E. purpurea liegt bei circa 0,5% 

und der der Cichoriensäure (siehe Abbildung 1.3) zwischen 0,5% und 1%. Sie sind 

jedoch stark abhängig von den Wachstumsbedingungen und Erntezeitpunkten. So ist 

der Alkamidgehalt in den zweijährigen Wurzeln signifikant höher als in den 

dreijährigen Wurzeln. Darüber hinaus erhöht eine Trockenperiode während der 

einsetzenden Blütezeit den Gehalt an Cichoriensäure (Gray et al., 2003). Dieser ist in 

E. purpurea, verglichen mit anderen Arten, am höchsten (Binns et al., 2002). 
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Abbildung 1.3: Struktur der Cichoriensäure 
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Während der Lagerung der getrockneten Wurzeln unterliegt insbesondere der 

Alkamidgehalt großen Schwankungen, wobei die Abnahme des Gehaltes in 

Abhängigkeit von Lagerungstemperatur und Aufbewahrungszeit zu sehen ist (Perry 

et al., 2000). 

N
H

O

 
Abbildung 1.4: Struktur des Echinacea-Alkamids Dodeca-2E, -4E, -8Z, -10Z-Tetraensäure-
isobutylamid 

1.2.2. Hochmolekulare Inhaltsstoffe 

 

1.2.2.1. Polysaccharide 

Neben den niedermolekularen Inhaltsstoffen konnten bereits zahlreiche 

hochmolekulare Heteroglykane isoliert werden. So wurden bereits ein pektinartiges 

Polysaccharid (Bauer, 1990) und eine Polysaccharidfraktion mit Arabinogalactanen 

im Presssaft oberirdischer Teile beschrieben (Blaschek et al., 1998). Außerdem fand 

man bereits ein 4-O-Methyl-Glucuronoarabinoxylan, ein Arabinorhamnogalactan 

(Wagner et al., 1985) und ein Xyloglucan (Stuppner, 1985). 

1.2.2.2. Glykoproteine 

Als weitere hochmolekulare Fraktion finden sich die sogenannten 

Hydroxyprolinreichen-Glykoproteine (HRGPs) in Echinacea. Sie werden weiter 

unterteilt in Extensine (Showalter, 1993; Kieliszewski und Lamport, 1994), 

Prolinreiche-Proteine (PRPs) (Johnson et al., 2003) und Arabinogalactan-Proteine 

(AGPs). Während Extensine durch einen großen Kohlenhydratanteil von circa 50% 

charakterisiert sind, der hauptsächlich aus kurzen Arabino-Oligosacchariden am 

Hydroxyprolin und einzelnen Galactoseresten am Serin besteht, sind die PRPs nur 

schwach glycosyliert (Nothnagel, 1997). Die Arabinogalactan-Proteine besitzen im 

Vergleich dazu einen sehr hohen Kohlenhydratanteil von 90% und mehr und wurden 
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bereits im Presssaft von Echinacea purpurea sowie in den Wurzeln von Echinacea 

pallida nachgewiesen (Classen et al., 2000; Thude et al., 2005). 

1.3. Arabinogalactan-Proteine 

Der Kohlenhydratanteil der AGPs besteht hauptsächlich aus Arabinose und 

Galactose. Als weitere Monosaccharide können unter anderem Rhamnose, Mannose, 

Glucose und Uronsäuren vorhanden sein (Du et al., 1996). Des Weiteren bestehen sie 

aus einem meist hydroxyprolinreichen Proteinanteil von bis zu 10%, der das 

Rückgrat bildet. Neben Hydroxyprolin sind Prolin, Serin, Threonin und Alanin die 

wichtigsten Aminosäuren (Bacic et al., 1999). Je nach Aufbau des jeweiligen 

Proteins kann man zwischen „klassischen“ und „nicht klassischen“ AGPs 

differenzieren. Klassische AGPs zeichnen sich durch eine N-terminale Sequenz aus, 

die typisch für Produkte ist, welche sekretiert werden. Daneben findet sich eine 

zentrale Domäne, welche reich an Prolin und Hydroxyprolin ist. Am C-terminalen 

Ende ist eine hydrophobe Domäne lokalisiert, welche als Signal für eine Kopplung 

an einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI-) Anker dienen kann (Youl et al., 1998, 

Svetek et al., 1999). Nicht-klassische AGPs besitzen atypische Regionen mit 

Asparagin und Cystein als dominierende Aminosäuren neben kleineren Prolin- und 

Hydroxyprolin-reichen Regionen. Ihnen fehlt auch die hydrophobe Region, welche 

für die vermutliche Bindung an einen GPI-Anker verantwortlich gemacht wird. Die 

nicht-klassischen AGPs sind grundsätzlich heterogener als die klassischen AGPs 

(Gaspar et al., 2001). Innerhalb der Arabinogalactane (AGs) kann man zwischen 

Typ I AGs (siehe Abbildung 1.5) und Typ II AGs (siehe Abbildung 1.6) 

differenzieren (Aspinall et al., 1982). So werden Typ I AGs von einer 1,4-β-D-

Galactose-Hauptkette, die in Position 3 kurze α-L-Arabinose-Seitenketten trägt, 

gekennzeichnet. Sie kommen in pektinischen Komplexen, zum Beispiel in Samen, 

Knospen und Blättern vor. Bisher wurde keine kovalente Bindung an Proteine 

nachgewiesen. 
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4 Galp 1→4 Galp 1→4 Galp 1→4 Galp 1 

     3    
     ↑    
     1    
     Araf    
     5    
     ↑    
     1    
     Araf    
     5    
     ↑    
     1    
     Araf    
     5    
     ↑    

Abbildung 1.5: Strukturausschnitt eines Typ I-AGs nach Clarke et al., 1979 

Typ II AGs hingegen werden durch eine 1,3-β-D-Galactose-Hauptkette 

charakterisiert, welche 1,6-Galactopyranose-Reste an C6 trägt. Diese können noch 

weiter glykosyliert sein, vornehmlich durch L-Rhamnopyranose, L-Arabinofuranose, 

D-Galactopyranose oder D-Glucuronsäure. Bis heute ist nicht abschließend geklärt, 

ob Typ II AGs Teile von Pektinen darstellen können (Seifert, 2007). In AGPs sind 

sie kovalent an den Proteinteil gebunden und sind Hauptbestandteil des 

Kohlenhydratanteils. 

            Galp  
            1  
            ↓  
            6  
  Arap 1→3 Araf  Araf 1→3 Galp    Galp  
    1    1    1  
    ↓    ↓    ↓  
    6    6    6  

3Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→ 
        4      
        ↑      
        1      
        Galp      
        6      
        ↑      
        1      
        Galp      

Abbildung 1.6: Strukturausschnitt eines Typ II Lärchen-AGs 
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1.3.2. Aufbau von Arabinogalactan-Proteinen 

Bislang wurden 3 AGP-Modelle vorgeschlagen, deren molekularer Aufbau in den 

folgenden Illustrationen vorgestellt werden soll. Fincher stellte 1983 mit dem so 

genannten „wattle-blossom“ Modell den Aufbau eines AGPs aus Acacia senegal L. 

(engl. „wattle“) vor, welcher ihn an den Blütenstand eben jener Pflanze erinnerte. Er 

ist gekennzeichnet durch ein Protein-Rückgrat, welches AG-Seitenketten trägt. Diese 

bekommen durch ihre „knotige“ Struktur (engl. „kinked region“) eine sphärische 

Form; vergleichbar mit den Blüten der Akazie (siehe Abbildung 1.7). 

Protein

Glykan

 

Abbildung 1.7: links: Aufbau eines AGPs nach dem „wattle-blossom“-Modell nach Fincher, 
1983; rechts: Akazienblüte als Namensgeber (Internet1) 

Acht Jahre später beschrieb Qi nach elektronenmikroskopischer Untersuchung den 

Aufbau eines AGPs als eher stabförmig, ähnlich einem „verdrillten, haarigen Seil“, 

bei dem Kohlenhydratseitenketten aus ca. 30 Zuckern über Hydroxyprolin mit dem 

Protein verbunden sind (siehe Abbildung 1.8). Des Weiteren werden hier kurze 

Arabinose-Seitenketten beschrieben, die ebenfalls über Hydroxyprolin O-

glykosidisch an das Protein-Rückgrat gebunden sind.  
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(Ara)n                       Typ II-AG 

Abbildung 1.8: Aufbau eines AGPs nach dem „twisted hairy rope“-Modell. Bacic, 2003 nach Qi, 
1991 

Neueste Untersuchungen unter anderem mit Hilfe der Transmissions Elektronen 

Mikroskopie (TEM) und der Rasterkraftmikroskopie (AFM) von Sanchez et al. 

(2008) an Gummi arabicum ergaben, dass die Tertiärstruktur des enthaltenen AGPs 

einer spheroidalen, scheibenförmigen Struktur gleichkommt (siehe Abbildung 1.9). 

 
Abbildung 1.9: Aufbau eines AGPs aus Gummi arabicum. Sanchez et al., 2008 

Diese Scheibe habe einen Durchmesser von ~20 nm und eine maximale Dicke von 

2 nm. 
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1.3.3. Eigenschaften und Funktionen von Arabinogalactan-Proteinen 

Arabinogalactan-Proteine binden an einen synthetischen „Kohlenhydrat-Antikörper“, 

das (β-D-Glc)3 Yariv-Phenylglycosid (βGlcY) (Yariv et al., 1962; Fincher et al., 

1983) und lassen sich so aus einem wässrigen Extrakt fällen und isolieren. 

Voraussetzung für die Funktion von Yarivs-Reagenz ist die β-Verknüpfung von D-

Zuckern oder die α-Verknüpfung von L-Zuckern. Zusätzlich muss die 

Hydroxylfunktion an C2 in der D-Gluco-Konfiguration vorliegen. Außerdem muss 

die Diazo-Gruppe des Phenylrestes in para-Stellung liegen (Jermyn and Yeow, 1975; 

Jermyn 1978). Statt Glucose kann so auch β-D-Galactose oder α-L-Fucose gebunden 

sein, wobei die Stabilität des resultierenden Yariv-AGP-Komplexes in Abhängigkeit 

vom untersuchten AGP variiert. Mit β-D-Mannose und α-D-Galactose als 

Zuckerkomponente erfolgt keine Reaktion (Nothnagel 1997). Das in dieser Arbeit 

beschriebene Glucosyl-Yariv-Reagenz wird zur Isolierung von AGPs am häufigsten 

eingesetzt. 

Die Funktionen von Arabinogalactan-Proteinen innerhalb der pflanzlichen Zelle sind 

nicht vollständig geklärt und werden diskutiert. Dennoch lassen sich aufgrund 

chemischer Beschaffenheit, Aufbau und Lokalisierung innerhalb der Pflanzen 

Aussagen über mögliche physiologische Funktionen der AGPs treffen. Verschiedene 

Studien zeigen eine Assoziation der AGPs mit Wachstum und Entwicklung 

einschließlich der Embryogenese (Kreuger und van Holst, 1995; Hu et al., 2006), 

Zellteilung, Elongation und Proliferation (Serpe und Nothnagel, 1994), des 

programmierten Zelltods (Gao und Showalter, 1999; Guan und Nothnagel, 2004) 

sowie der Interaktion zwischen Pflanze und Mikroben (Majewska-Sawka und 

Nothnagel, 2000; Seifert und Roberts, 2007). Die Lokalisierung der AGPs in der 

Extrazellulärmatrix (Youl et al., 1998) sowie die Verankerung der klassischen AGPs 

in der Plasmamembran der Zelle über einen GPI-Anker deuten auf eine 

Mediatorfunktion zwischen Zellwand, Plasmamembran und Cytoplasma hin (Seifert 

und Roberts, 2007). Die meisten dieser Studien basieren auf elektronen- oder 

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen. Hierbei werden monoklonale 

Antikörper eingesetzt, welche gegen spezifische Kohlenhydratepitope der AGPs 

gerichtet sind (Knox, 1997; Knox, 2008; Blake et al., 2008) und so hervorragend 



11..  EEIINNLLEEIITTUUNNGG  UUNNDD  ZZIIEELLSSEETTZZUUNNGG  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

22 

geeignet sind, bestimmte AGPs innerhalb der Pflanze zu lokalisieren. Neben 

Lokalisierungsversuchen mit den monoklonalen Antikörpern wurden 

Untersuchungen durchgeführt, welche darauf zielten, alle AGPs mit βGlcY 

anzufärben, und so die AGP-Verteilung innerhalb eines pflanzlichen Gewebes 

lichtmikroskopisch zu bestimmen (Putoczki et al., 2007). Dadurch sollte es erstmals 

möglich sein, die Verteilung aller AGPs im pflanzlichen Präparat zu zeigen. Die 

Färbung fällt jedoch aufgrund der geringen Konzentration an AGPs vergleichsweise 

schwach aus. Darüber hinaus stört in der Lichtmikroskopie die Eigenfärbung 

mikroskopischer Präparate. Die so gewonnenen mikroskopischen Bilder besitzen 

dadurch nur wenig Aussagekraft. 

1.4. Pharmakologische Bedeutung von Echinacea 

Historische Bedeutung 

Der Ursprung der medizinischen Anwendung von Echinacea findet sich in der 

traditionellen Anwendung bei den Indianern Nordamerikas (Gilmore, 1919; Smith, 

1928). Als Anwendungsgebiet zitiert Hobbs die Aufschrift einer Tüte aus einer 

Sammlung Gideon Lincecums mit Wurzeln von Echinacea purpurea: „The tincture 

of the roots of this plant has been used with success in bad cough, and dyspepsia 

attended with bad cough… The Choctaws use it for the above purposes, by chewing 

and swallowing the saliva. They keep a small piece of the root in the mouth nearly all 

the time, continuing its use for a long time.” (Hobbs, 1989). Auch beschreibt Hobbs, 

dass das Verbreitungsgebiet von Echinacea angustifolia sehr gut mit dem 

Siedlungsgebiet der Echinacea-verwendenden Indianerstämme übereinstimmt. 

Neben den genannten Indikationsgebieten werden noch weitere beschrieben. So 

deckten die verschiedenen Echinacea Arten (E. angustifolia, E. pallida, E. purpurea) 

ein ganzes Spektrum von Indikationsgebieten ab, welches von Mumps über 

Zahnschmerzen bis zu Schlangenbissen reichte (Moerman, 1986). 
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Rationale Phytotherapie 

Während es seit 1934 bereits eine Monographie für Echinacea angustifolia im HAB 

gibt, findet man in den aktuellen Monographien des Europäischen Arzneibuches als 

Arzneidrogen sowohl die Purpur-Sonnenhut-Wurzel als auch das Purpur-Sonnenhut-

Kraut (Echinaceae purpureae radix, Echinaceae purpureae herba), die Wurzel des 

Blassfarbenen Sonnenhuts (Echinaceae pallidae radix) und die Schmalblättrige-

Sonnenhut-Wurzel (Echinaceae angustifoliae radix). Die Komission E (1989) sowie 

die ESCOP und der Kommentar des Europäischen Arzneibuchs nennen für 

Echinaceae purpureae herba die unterstützende Behandlung rezidivierender Infekte 

im Bereich der Atemwege und der ableitenden Harnwege als innerliches 

Anwendungsgebiet. In der Monographie der ESCOP für Echinaceae purpureae radix 

fehlen Harnwegsinfekte als Indikationsgebiet. 

Klinische Studien 

Heute wird die Wirksamkeit von Echinacea-Präparaten als Immunostimulans 

kontrovers diskutiert, wobei Erkältungskrankheiten als häufigste Erkrankung in der 

westlichen Welt allein in Amerika jährlich direkte medizinische Kosten von mehr als 

16,8 Milliarden US $ verursachen (Fendrick et al., 2001), und daher das Interesse an 

einem wirksamen Immunostimulans sehr groß ist. Gerade Studien, die Echinacea 

jegliche Eigenschaften jenseits eines Placebo-Produktes absprechen, werden von der 

Presse aufgegriffen und verschaffen den Produkten einen schweren Stand. Eine im 

Sommer 2005 im New England Journal of Medicine veröffentlichte Studie erlangte 

in diversen Testberichten hierbei einen besonderen Stellenwert und wurde gerade 

von der Laienpresse vielfach zitiert (Internet2). In der besagten Studie wurde der 

Effekt von 3 Extrakten (überkritisches CO2, 60% Ethanol v/v, 20% Ethanol v/v) der 

Wurzel von Echinacea angustifolia auf eine Rhinovirus-Infektion getestet. Hierbei 

wurden „keine klinisch signifikanten Effekte“ unter Echinacea-Prophylaxe 

festgestellt (Turner et al., 2005). 

Eine weitere kritische Studie besagt, dass der am häufigsten beschriebene 

pharmakologische Effekt -die Immunomodulation- bisher nur zum Teil verstanden 

ist. Der Nutzen, der aus Echinacea-Präparaten als Präventiv-Maßnahme für 
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Erkältungskrankheiten gezogen werden kann, wird in dieser Studie als „marginal“ 

beschrieben (Barrett, 2003) und bestätigt damit eine dreiarmige, randomisierte, 

placebokontrollierte Doppelblind-Studie von 1998, in der nicht gezeigt werden 

konnte, dass die beiden untersuchten Echinacea-Extrakte, verglichen mit einem 

Placebo, eine bessere Wirkung als Präventivmaßnahme gegen Infekte der oberen 

Atemwege besitzen (Melchart, 1998).  

Auf der anderen Seite findet man neben Studien, die Echinacea eine unspezifische 

immunostimulierende Wirkung zur Behandlung von Erkältungskrankheiten 

zuschreiben (Hoheisel et al., 1997), Meta-Analysen mit Forest Plots zur Auswertung 

von Literaturstellen, die sich mit der Behandlung von Erkältungskrankheiten mit 

Hilfe von Echinacea-Präparaten beschäftigen. So wählen Schoop et al. (2006) aus 

234 Artikeln 3 geeignete Studien mit einer Jadad-Score von 4-5 aus und bewerten 

diese mit statistischen Mitteln. Neben 2 anderen findet sich hier auch die Turner 

Studie von 2005 wieder. Die Autoren kommen hier zum Ergebnis, das standardisierte 

Echinacea-Extrakte verglichen mit Placebo durchaus effektiv zur Vorbeugung einer 

Erkältung eingesetzt werden können. Sie berichten, dass sich weniger 

Studienteilnehmer unter Echinacea nach klinischer Inokulation von Rhinoviren 

erkälteten, darüber hinaus wurde eine signifikant kürzere Dauer der Erkrankung 

beobachtet. Eine weitere Meta-Analyse führten Shah et al., 2007 durch. Sie nahmen 

in ihre Analyse 14 Studien auf, unter anderem auch die bereits zitierten Turner-, 

Barrett- und Melchart-Studien. Als Resultat wird aufgeführt, dass Echinacea die 

Wahrscheinlichkeit eines Patienten, an einer Erkältung zu erkranken, um bis zu 58% 

verringern kann. Des Weiteren wird die Dauer einer Erkältung um 1,4 Tage verkürzt. 

Auch wird die Turner-Studie dahingehend kritisiert, dass als Placebo ein Alfalfa-

Extrakt (Medicago sativa L., Fabaceae) gegeben wurde, welcher seinerseits 

immunstimulierende Effekte haben könnte (Millea, 2003). Beide Meta-Analysen 

führen jedoch auch an, dass weitere Studien notwendig seien, bevor Echinacea zum 

Standard für Erkältungsprophylaxe gemacht werden kann. 

 

 



11..  EEIINNLLEEIITTUUNNGG  UUNNDD  ZZIIEELLSSEETTZZUUNNGG  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

25 

In vitro Untersuchungen 

Neben den klinischen Studien gibt es vielseitige Untersuchungen über die 

pharmakologischen Wirkungen von Inhaltsstoffen aus Echinacea in vitro. Nach 

aktuellen Untersuchungen können zum Beispiel Alkamide (Struktur siehe Abbildung 

1.4), welche körpereigenen Anandamiden (siehe Abbildung 1.10) strukturell ähnlich 

sind, wie diese in vitro als Ligand an CB1 und CB2 binden (Wölkart et al., 2005; 

Raduner et al., 2006).  

N
H

OH

O

 
Abbildung 1.10: Struktur des Anandamids 

Daneben wurden in geringen Mengen Ätherische Öle und Pyrrolizidinalkaloide vom 

Typ des Tussilagins gefunden (Heinzer et al., 1988; Röder et al., 1984). Hierzu 

wurden antioxidative Eigenschaften des Ätherischen Öls aus Echinacea purpurea 

beschrieben (Ryan et al., 2008). 

Einer hydrophilen Polysaccharidfraktion aus Echinacea konnte zugeschrieben 

werden, dass sie die antitumorale und antimetastatische Aktivität von 

Cyclophosphamid erhöht (Razina et al., 2007). Bei einer oligomeren Fraktion 

oxidierten Lärchen-AGs wurde eine antiinflammatorische Wirkung, vergleichbar mit 

jener von Voltaren® gefunden. Darüber hinaus wurde nachgewiesen, dass das AG 

eine signifikante Anti-Ulkus-Aktivität besitzt (Mudarisova et al., 2005). An Maus-

Lymphozyten wurde gezeigt, dass AGPs aus Echinacea sowohl eine 

konzentrationsabhängige Produktionssteigerung von IgM, als auch eine erhöhte 

Produktion von IL6 in Maus-Makrophagen verursachen (Classen et al., 2006). Die ist 

eventuell dadurch bedingt, dass AGPs an die Zelloberfläche von Lymphozyten, 

Monozyten und Granulozyten binden können (Thude et al., 2006). Des Weiteren 
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zeigte ein AGP aus dem Presssaft von Echinacea purpurea aktivierende 

Eigenschaften auf das Komplementsystem (Alban et al., 2002). 

1.5. Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit war die qualitative und quantitative Charakterisierung der 

AGPs aus der Wurzel des Purpursonnenhutes (Echinaceae purpureae radix). Nach 

der Charakterisierung sollte ein Vergleich mit AGPs aus den oberirdischen Teilen 

und der Zellkultur derselben Art angeschlossen werden, da diese Daten im 

Arbeitskreis bereits vorlagen. Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Lokalisierung von 

Arabinogalactan-Proteinen in pflanzlichen Geweben. Hierzu wurde eine neue 

Methode entwickelt, um mit Hilfe von polyclonalen Antikörpern gegen βGlcY 

selektiv alle yarivbindenden Arabinogalactan-Proteine im pflanzlichen Präparat zu 

lokalisieren. 
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2. Experimenteller Teil 

2.1. Verwendetes Drogenmaterial 

Pulverisierte Purpursonnenhutwurzel (Echinaceae purpureae rad. pulv., 

Ch./Lot:5890) wurde von der Firma Alfred Galke (Gittelde) bezogen. Diese wurde 

hergestellt aus Echinacea purpurea (L.) MOENCH. Die Gattung Echinacea gehört 

zur Familie der Compositae (Asteraceae), und wird hier eingereiht in die Tribus 

Heliantheae, die nach Robinson (1981) in 35 Subtriben unterteilt wird. Echinacea 

findet sich hier in der Subtribus der Ecliptinae wieder. 

2.1.1. Extraktherstellungen 

Extrakte I-III 

Zunächst wurden 800 bzw. 1000 g pulverisierte Wurzel von Echinacea purpurea mit 

demineralisiertem Wasser (Aqua dem.) im Verhältnis 1:8 (6,4 l Aqua dem., 

respektive 8 l Aqua dem.) bei 4°C angesetzt und über acht Stunden 

bewegungsmazeriert. Der Extrakt wurde mit Hilfe einer Hafico-Hochdruck-

Tinkturenpresse bei einem Druck von 300 kg/cm3 und 2 übereinanderliegenden 

Filtern (Schleicher & Schüll Rundfilter Ø 15 cm Rf.No. 10311612) von dem festen 

Drogenrückstand getrennt. Nach dem Abpressen verblieben 5,4 l (bzw. 6,8 l) 

Mazerat. Um feinere Drogenpartikel aus dem Extrakt zu entfernen, schloss sich eine 

10 minütige Zentrifugation (Megafuge 1.0, Heraeus Instruments) bei 5000 U/min an. 

Der gewonnene Extrakt wurde in Portionen zu ca. 50 ml für 10 min auf 95°C 

gebracht und so eine Denaturierung der Proteine gewährleistet. Die Proben wurden 

im Eisbad abgekühlt und über Nacht bei 4°C gelagert. Die gefällten Proteine wurden 

bei 5000 U/min abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit Hilfe einer 

Tangentialflussfiltration (TFF; Molekulargewichtsausschlussgrenze (MWCO) 30000 

Da) in Filtrat und Retentat getrennt (siehe Abbildung 2.1). 
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Abbildung 2.1: Isolierungsweg vom Ausgangsmaterial zum AGP 
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Extrakt IV 

Parallel dazu wurden 800 g Drogenmaterial mit 6,4 l Aqua dem. über 1 h bei 100°C 

heiß extrahiert. Eine Proteinfällung musste bei dieser Methode nicht angeschlossen 

werden. Auch hier schloss sich eine siebentägige Tangentialflussfiltration an.  

Tangentialflussfiltration 

Filtereinheit:  Minitan® System Stainless Steel Fa. Millipore, Billerica, MA, 

   USA 

Pumpe:  Easy-load® Masterflex 

Filter:   Minitan® Filter Plates 4/PK 30.000 NMWL 

   High-Flux Biomax Polysulfone Membrane (hydrophilic) 
 

Um zu gewährleisten, dass die verwendeten Filter nicht verstopfen, wurden während 

der Tangentialflussfiltrationen jeweils insgesamt 3 l Aqua dem. hinzugegeben. Bei 

dem Heissextrakt IV konnte auf diese Zugabe verzichtet werden, da der Extrakt 

diesmal klarer und freier von Schwebstoffen war. Nach der Tangentialflussfiltration 

lagen niedermolekulares Filtrat und hochmolekulares Retentat im Volumenverhältnis 

von ca. 5:1 vor. Das Filtrat wurde auf ca. 800 ml und das Retentat auf ca. 500 ml im 

Rotationsverdampfer bei 35°C eingeengt. 

Dialyse 

Das Retentat wurde in [Spectra/Por® 4 Regenerated Cellulose membrane, Ø 20 mm, 

MWCO 12.000-14.000 Da, Fa. Spectrum Laboratories Inc.]-Dialyseschläuche 

aufgeteilt. Es schloss sich eine siebentägige Dialyse bei 4°C unter konstantem 

Wasserfluss an, welche Monosaccharide und andere niedermolekularen Bestandteile 

abtrennte. Das dialysierte Retentat wurde eingefroren und gefriergetrocknet (Beta 1-

8K, Fa. Christ, Freeze Dry System Lymph-Lock 6, Fa. Labconco). Am Ende der 

Extraktionen lagen also 4 Retentate vor, aus denen anschließend AGP isoliert und 

charakterisiert werden konnte. 
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Mischung der Retentate 

Nach der Analyse der Neutralzuckerzusammensetzung der Retentate I-III, wurden 

zunächst jeweils 100 mg dieser Retentate miteinander gemischt und das Gemisch 

analysiert. Zur Fällung der AGPs wurden daraufhin die kompletten Retentate I-III 

zusammen in Wasser gelöst und gefriergetrocknet. Auf diese Weise wurden 40,0 g 

eines Retentatgemisches gewonnen, welches als Ausgangsretentat für die AGP-

Isolierung benutzt wurde. Retentat IV wurde aufgrund der veränderten 

Extraktionsweise nicht berücksichtigt. 

2.1.2. Aufreinigung des Retentats für die Yariv-Fällung 

Bei Lösung des Retentates in Wasser ergab sich keine klare Lösung sondern eine 

Suspension, die eine niedrige Konzentration an AGP und einen hohen Glucosegehalt 

in diesem verursachte. Die Suspension wurde daher zentrifugiert (15 min., 5000 g), 

und der Überstand für die Yarivfällung verwendet. 

2.1.3. Isolierungen der Arabinogalactan-Proteine 

Arabinogalactan-Proteine binden spezifisch an das (β-D-Glc)3 Yariv-Phenylglycosid 

(βGlcY). Es muss selbst synthetisiert werden, da es kommerziell nicht erhältlich ist. 

Mit Hilfe dieses synthetischen Phenylglycosids ist es möglich, AGPs auszufällen. 

Geräte und Chemikalien 

Gerät: 

S-Titrino 719 (Metrohm) 

Verwendete Chemikalien: 

p-Aminophenyl-ß-D-Glucose aus p-Nitrophenyl-β-D-Glucose 

Natriumnitrit 

Phloroglucin in zweifach destilliertem Wasser (Aqua bidest.)  
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2.1.3.1. Synthese des Yariv-Reagenzes 

Das Yariv-Reagenz wird aus diazotierten para-Aminophenyl-Glycosiden und 

Phloroglucin nach dem in Abbildung 2.2 gezeigten Reaktionsschema hergestellt. Im 

ersten Schritt wurde p-Nitrophenyl-β-D-Glucose zu p-Aminophenyl-β-D-Glucose 

reduziert. Dieser Schritt geschah durch eine Hydrierung mit elementarem 

Wasserstoff unter Palladium-Katalyse (Zusatz von Hydrierkatalysator Palladium / 

Aktivkohle, Pd 10%, Fa. Merck). Danach wurde eine Lösung aus 488,34 mg des 

Produktes und 10,8 ml HCl 0,5 M (0°C) hergestellt und mit 124,2 mg Natriumnitrit 

versetzt. Diese Mischung wurde auf 0°C gekühlt. Das diazotierte Glycosid wurde zu 

einer Lösung von 56,74 mg Phloroglucin in 22,5 ml Aqua bidest. gegeben, was unter 

Einhaltung von pH 9 mithilfe eines Autotitrators (0,5 N NaOH) und unter ständigem 

Rühren geschah. Danach wurde der Reaktionsansatz mit 0,1 N NaOH für 2 h 

konstant auf pH 9 gehalten. Hierbei kam es zu einer Azokupplung zum Yariv-

Reagenz, welches mit Methanol bei 4°C gefällt wurde. Nachdem das Produkt 

abzentrifugiert worden war (15 min bei 5000 U/min), konnte es bei 50°C über Nacht 

im Trockenschrank getrocknet werden. 

O

NH2

Glc
NaNO2 O

N
+

Glc

N

OH

OH OH

N

N N

OHOH

OH

N

NN

O

OO
Glc

Glc

Glc

+
+ HCl

+

+ NaOH

pH 9

 
Abbildung 2.2: Synthese des (β-D-Glc)3 Yariv-Phenylglycosids 
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2.1.3.2. Yariv-Fällung und Isolierung des AGPs 

Die Isolierung des AGPs folgt unter der Annahme, dass der Massenanteil Arabinose 

plus Galactose des Retentates durch den Gehalt an AGP bestimmt wird. Da eine 

optimale Ausbeute an AGP im Verhältnis von 1:1 (AGP:Yariv) erwartet wird, kann 

die benötigte Menge an Yariv-Reagenz anhand des Gehaltes an Arabinose und 

Galactose im Retentat abgeschätzt werden. Retentat und Yariv-Reagenz wurden in 

einer Konzentration von je 1 mg/ml in eine 0,15 molare NaCl-Lösung gegeben. Am 

nächsten Tag wurden die bei 4°C gefällten AGP-Yariv-Komplexe abzentrifugiert (15 

min, 10000 g, 4°C) und wieder in der Menge Wasser gelöst, die zur Herstellung der 

Yarivlösung benutzt wurde. Diese Lösung wurde nun unter ständigem Rühren auf 

50°C gebracht und der tiefrote Yarivkomplex unter Hinzugabe von Natriumdithionit 

(Endkonzentration 2%) zerstört. Die nun nur noch leicht gräulich-gelbe Lösung 

wurde für fünf Tage dialysiert (MWCO 12000-14000 Dalton) und so von 

Abbauprodukten des Yarivreagenz sowie von Resten an NaCl und Natriumdithionit 

befreit. Die resultierende AGP-Lösung wurde gefriergetrocknet. 
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2.2. Chemische und chromatographische Methoden 

2.2.1. Charakterisierung des Kohlenhydrat-Anteils 

2.2.1.1. Herstellung von Alditolacetaten 

10 mg des gefriergetrockneten Retentats bzw. 10 mg des gefriergetrockneten Filtrats 

wurden zusammen mit 0,5 mg Myo-Inositol als internem Standard mit 1 ml 2 M 

Trifluoressigsäure (TFA) für 1 h bei 120°C im Bioblock hydrolysiert. Die saure 

hydrolysierte Lösung wurde in Spitzkolben überführt und am Rotationsverdampfer 

dreimal mit jeweils 5 ml H2O bis zur Trockene abrotiert. Die abrotierte Probe wurde 

zunächst mit 200 µl 1 M NH3 versetzt und darauf 90 min lang mit 1 ml 

Natriumborhydridlösung 2% bei 40°C reduziert. Das überschüssige 

Natriumborhydrid wurde daraufhin durch Zusatz von 100 µl Eisessig zerstört und die 

entstandenden Alditole mit 200 µl Methylimidazol als Katalysator und 2 ml 

Acetanhydrid (wasserfrei) für 20 min bei Raumtemperatur acetyliert (siehe 

Abbildung 2.3). Die daraufhin vorliegenden Alditolacetate wurden nach Zugabe von 

10 ml Aqua dem. mit 1 ml Dichlormethan ausgeschüttelt. Zur Aufkonzentrierung der 

Alditolacetate wurde nun die Dichlormethanphase unter N2 eingeengt. Von dieser 

Lösung wurden 1-2 µl gaschromatographisch vermessen. 
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Abbildung 2.3: Reaktionsschema zur Herstellung von Alditolacetaten 

2.2.1.2. Uronsäurereduktion 

Die Carboxylgruppen der Uronsäuren wurden nach Taylor und Conrad (1972) mit 

Natriumbordeuterid zu zweifach deuterierten Neutralzuckern reduziert (siehe 

Abbildung 2.4). 20 mg AGP wurden in 30 ml Aqua dem. gelöst. Unter Rühren 

wurden 216 mg N-Cyclohexyl-N´-[2-(N-methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-
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toluolsulfonat zugegeben. Hierbei reagiert das Carbodiimid mit der Carbonsäure zu 

einem O-Acylisoharnstoff, dessen Reaktivität im Vergleich zur freien Säure erhöht 

ist. Während der Reaktion wurde der pH-Wert per Autotitrator (719 S Titrino, Fa. 

Metrohm) für 4 h mit Hilfe einer 0,01 M HCl konstant auf 4,75 gehalten. Nach dieser 

Aktivierung wurden die Uronsäuren durch langsames Zutropfen von 

Natriumbordeuterid-Lösung (4 ml 1 M, 5 ml 2 M und 5 ml 4 M) zu Neutralzuckern 

reduziert; die Carboxylfunktion an C6 wird dabei zur zweifach deuterierten 

Hydroxylfunktion. Der Autotitrator hielt durch das Gegentitrieren mit 2 M HCl den 

pH-Wert konstant auf 7, da im Sauren das Natriumbordeuterid zersetzt wird und im 

Basischen das Gleichgewicht zwischen  aktivierter Uronsäure und Uronsäure zur 

Seite der Uronsäure verschoben ist. Hinzupipettiertes Oktanol verhinderte während 

der gesamten Prozedur ein zu starkes Schäumen. Nach der Reduktion wurde der pH-

Wert mit Essigsäure auf 6,5 eingestellt. 

Nach fünf Tagen Dialyse (MWCO 12000-14000 Da) wurde das anschließend 

gefriergetrocknete Produkt erneut reduziert, um eine vollständige Reduktion der 

Probe zu gewährleisten, da nach einmaliger Reduktion erst ca. 95% der Uronsäuren 

reduziert vorliegen (Taylor und Conrad, 1972). 
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Abbildung 2.4: Uronsäurereduktion nach Taylor und Conrad 

2.2.1.3. Partialhydrolyse 

Die Partialhydrolyse wurde nach Gleeson und Clarke (1979) durchgeführt. Hierzu 

wurden 20 mg Probe in 2 ml 12,5 mM Oxalsäure gelöst. Anschließend wurden die 

Proben bei 100°C 5 h lang hydrolysiert, um labile Glykosidbindungen zu spalten. 

Nach dieser milden Hydrolyse wurden die unlöslichen Bestandteile abzentrifugiert (5 

min bei 6000 U/min) und der Überstand mit Ethanol bis zu einer Endkonzentration 

von 80% versetzt. Über Nacht wurden die Polymere gefällt und am nächsten Tag bei 

6°C und 20000 g 10 min lang abzentrifugiert. Die Fällung wurde noch dreimal mit 
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80% Ethanol gewaschen und jeweils erneut abzentrifugiert. Das gereinigte Polymer 

wurde in 2 ml Aqua dem. aufgenommen und gefriergetrocknet, die Waschlösungen 

mit den enthaltenen Mono- und Oligomeren am Rotationsverdampfer eingeengt, 

ebenfalls in Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. 

2.2.1.4. Partialhydrolyse mit anschließender Reduktion 

Um festzustellen, ob die Uronsäuren in dem AGP an labilen Seitenketten sitzen, 

welche bereits bei einer milden Hydrolyse abgespalten werden, wurde bei einer 

weiteren Probe eine Partialhydrolyse nach Gleeson und Clarke durchgeführt (siehe 

2.2.1.3.). Diese Probe wurde im Anschluss einer Reduktion mit Natriumbordeuterid 

(siehe 2.2.1.2.) unterworfen. 

2.2.1.5. Methylierungsanalyse 

Die Methylierungsanalyse wurde nach Harris et al. (1984) durchgeführt. Hierbei 

werden die Verzweigungstypen der beteiligten Monomere eines Polysaccharids 

charakterisiert. Des Weiteren lassen sich furanosidische von pyranosidischen 

Zuckern unterscheiden. In einem ersten Schritt erfolgt die Methylierung aller freien 

Hydroxylgruppen und solcher, die mit leicht abspaltbaren Gruppen substituiert sind. 

Nach der Methylierung folgen eine Hydrolyse und eine Reduktion der vorher 

glykosidischen Bindungen zu freien Hydroxylgruppen. Diese werden in einem 

dritten Schritt mit Acetanhydrid unter Katalyse durch Methylimidazol (siehe 2.2.1.1.) 

zu partiell methylierten Alditolacetaten (PMAAs) acetyliert (siehe Abbildung 2.5) 

und gaschromatographisch vermessen. 
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Abbildung 2.5: Reaktionsschema der Methylierungsanalyse 
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Herstellung der Dimethylsulfinyl-Kalium-Lösung 

In ein Reagenzglas mit Schraubverschluss und Seitenansatz wurde 1 g einer öligen 

Kaliumhydrid-Suspension eingewogen und insgesamt fünfmal mit jeweils 4 ml 

trockenem n-Hexan gewaschen. Das jetzt ölfreie Kaliumhydrid wurde unter Argon 

getrocknet, ausgewogen und in 13 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) pro Gramm KH 

unter Argonbegasung gelöst. Eine Eiskühlung verminderte das starke Aufschäumen. 

Nach 30-minütigem Rühren war das KH komplett gelöst und konnte für die 

Methylierung verwendet werden. 

Methylierung 

In einem Reagenzglas mit Schraubverschluss und Seitenansatz wurden 5 mg Probe 

gefriergetrocknet und anschließend mit Hilfe eines Ultraschallbades in 460 µl DMSO 

gelöst. Unter Argon Schutzbegasung wurden nun alternierend Methyliodid und 

Dimethylsulfinyl-Kalium-Lösung (Dimsyl-Kalium-Lösung) nach folgendem Schema 

hinzupipettiert: 

   1. 40 µl Dimsyl-Kalium-Lösung, 10 min Reaktion 

   2. 10 µl eisgekühltes Methyljodid, 5 min Reaktion 

   3. 120 µl Dimsyl-Kalium-Lösung, 10 min Reaktion 

   4. 30 µl eisgekühltes Methyljodid, 5 min Reaktion 

   5. 400 µl Dimsyl-Kalium-Lösung, 30 min Reaktion 

   6. 300 µl eisgekühltes Methyljodid, 10 min Reaktion 

 

Nach der Methylierung wurde die Probe unter Zugabe von 2 ml Chloroform und 

1 ml Methanol in ein Zentrifugenglas überführt. Anschließend wurde die Probe 

fünfmal mit Wasser gewaschen und jeweils die obere, wässrige Phase nach 

Zentrifugation (5 min, 250 g) verworfen. Nach Beendigung der Waschschritte 

wurden 2 ml 2,2-Dimethoxypropan, 20 µl Essigsäure und einige Glasperlen in die 

gewaschene Phase gegeben und auf 90°C erwärmt, um das Wasser zu entfernen. Die 

Probe wurde nun in ein Wheatongefäß überführt und unter Argon bis zur Trockne 

eingeengt. 
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Hydrolyse 

Die jetzt methylierte Probe wurde im Wheatongefäß unter Zugabe von 1 ml 2 M 

TFA  bei 121°C für 1 h im Bioblock hydrolysiert und anschließend in einen 

Spitzkolben überführt. Die TFA wurde sodann mit Stickstoff bei 40°C im Wasserbad 

eingeengt. 

Reduktion 

Nach der Hydrolyse lagen unvollständig methylierte Monosaccharide vor, welche 

zunächst durch Zugabe einer frisch hergestellten Natriumborhydrid-Lösung (0,5 mol 

in 2 mol Ammoniak) im Trockenschrank bei 60°C 1 h lang reduziert wurden. Die 

Reaktion wurde durch 0,5 ml Aceton gestoppt, welches im Anschluss mit Stickstoff 

im Wasserbad bei 40°C eingeengt wurde. 

Acetylierung zu PMAAs 

Der Rückstand wurde nun mit 200 µl Eisessig, 1 ml Ethylacetat, 3 ml trockenem 

Acetanhydrid und 100 µl Perchlorsäure (70% m/V; als Katalysator) versetzt. Nach 5-

minütiger Acetylierung der partiell methylierten und reduzierten Monosaccharide 

wurde das im Überschuss hinzugegebene Acetanhydrid durch Zugabe von 10 ml 

Aqua dem. und 200 µl 1-Methylimidazol als Katalysator inaktiviert. Die 

entstandenen PMAAs wurden im Anschluss dreimal mit je 1 ml Dichlormethan 

ausgeschüttelt und unter Stickstoff eingeengt. So aufbereitet konnten die Proben für 

die Gaschromatographie mit anschließender Massenspektrometrie verwendet 

werden. 
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2.2.1.6. Gaschromatographie 

Bestimmung des Korrekturfaktors 

Da das Response-Verhalten eines Flammenionisationsdetektors (FID) von Substanz 

zu Substanz unterschiedlich sein kann, wurden in regelmäßigen Abständen 

Korrekturfaktoren für die Messungen am GC bestimmt. Hierzu wurden 100 mg 

Rhamnose, Fucose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galactose und Glucose in einen 

100 ml Messkolben eingewogen und mit Aqua dem. auf 100 ml aufgefüllt. In zehn 

Spitzkolben wurde je 1 ml der Zuckerlösung pipettiert und jeweils 1 mg Myo-

Inositol als interner Standard hinzugefügt. Daraufhin wurde am Rotationsverdampfer 

zur Trockne eingeengt. Danach folgten eine Reduktion und eine Acetylierung (siehe 

2.2.1.1.). Die zehn Proben wurden anschließend gaschromatographisch vermessen 

und relative Retentionszeiten bezogen auf Myo-Inositol berechnet. Nach Integration 

der erhaltenen Peaks konnten aus den Durchschnittsflächen die Korrekturfaktoren 

der jeweiligen Substanz bezogen auf Myo-Inositol als internen Standard berechnet 

werden. 

Geräteparameter 

Gaschromatograph:  HP 5890 Series II; Fa. Hewlett Packard, USA oder 

   HP 6890 Plus Series; Fa. Hewlett Packard USA 

Säule:    WCOT-Kapillarsäule (fused Silica), Permabond OV-225- 

   0.25; L 25 m, ID 0,25 mm Fa. Macherey & Nagel, Düren 

Trägergas:   GC HP 5890: Stickstoff 

   GC HP 6890: Helium 

   Flussrate: 1 ml/min 

   Splitverhältnis: 1:30 

Temperatur :  230°C isotherm; Injektor und Detektor 240°C 

Detektor:   Flammenionisationsdetektor (FID) 

Software:   HP GC Chemstation, Rev. A.06.03 [509] 
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Die Identifzierung der Alditolacetate erfolgte über die Retentionszeiten. Die durch 

die GC-Software ermittelten integrierten Flächen wurden mit Hilfe des 

Korrekturfaktors korrigiert und so die jeweiligen Massenanteile der verschiedenen 

Monosaccharide berechnet. 

2.2.1.7. Gaschromatographie / Massenspektrometrie 
 
Gaschromatograph: HP 5890 Series II; Fa. Hewlett Packard, USA 

Säule:   WCOT-Kapillarsäule (fused Silica), Permabond 

   OV-1701; L 25 m, ID 0,25 mm 

   Fa. Macherey & Nagel, Düren 

Trägergas:  Helium 

Splitverhältnis: 1:35 

Flussrate:  0,7 ml/min 

Temperatur- 

programm:  3 min 120°C, 8°C / min auf 170°C, 1°C / min auf 200°C,  

   12°C / min auf 280°C 

Injektor:  320°C 

Detektor (TIC): EI-MS: HP MS Engine 5898 A; Fa. Hewlett Packard, USA 

Detektor 

(Quantifizierung): Flammenionisationsdetektor (FID) 

Software:  HP G 1034 C-Software für MS Chemstation 

   Resp. HP GC Chemstation, Rev. A.06.03 [509] 

 
 

Die Identifizierung der PMAAs erfolgte durch Vergleich ihrer relativen 

Retentionszeiten im Total-Ionen-Chromatogramm (TIC) sowie durch Analyse und 

Abgleich ihrer Massenspektren mit einer in der Arbeitsgruppe etablierten 

Spektrenbibliothek bekannter PMAAs. Die Quantifizierung der im TIC 

identifizierten Peaks erfolgte über die Integration der Flächen des FID-

Chromatogramms. 
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2.2.2. Charakterisierung des Protein-Anteils 

2.2.2.1. Aminosäurenzusammensetzung 

6,3 mg des AGPs wurden mit 2 ml 6 N HCl 22 h bei 110°C im Bioblock 

hydrolysiert. Das Produkt wurde zentrifugiert (dreimal 20 min., 10000 g) und der 

Überstand getrocknet. Die Probensubstanz wurde in Acetonitril (20%) zu einer 

Konzentration von 1 mg / 150 µl aufgelöst. 15 µl wurden dann der Konversion zu 

den Phenylthiocarbamyl-Derivaten unterworfen und die Aminosäuren-

zusammensetzung per Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (HPLC) analysiert 

(PicoTag 3.9 x 150 mm Säule, Fa. Wita). 

2.2.2.2. Gehaltsbestimmung von Hydroxyprolin im AGP 

Da bei der Charakterisierung eines HRGP besonderes Augenmerk auf Hydroxyprolin 

liegt, wurde zusätzlich das photometrische Verfahren nach Stegemann und Stalder 

(1967) hinzugezogen, um die Ergebnisse der HPLC-Analytik (siehe 2.2.2.1.) zu 

bestätigen. Hierzu wurden 10,0 mg AGP in 1 ml 6 N HCl 22 h bei 110°C unter N2 

hydrolysiert. Der Überstand wurde nach Abkühlen und Abzentrifugieren (5000 g, 10 

min) am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt, da die Salzsäure die 

spätere photometrische Messung stören würde. Zur Herstellung des benötigten 

Puffers pH 6,8 wurden 5,2 g Citronensäure-Monohydrat, 2,8 g NaOH und 15,6 g 

Natriumacetat in 100 ml Aqua bidest. gelöst. Nach Zugabe von 20 mg 

Natriumethylmercuritthiosalicylat wurden 50 ml 1-Propanol hinzugefügt und auf 200 

ml mit Aqua bidest. aufgefüllt. Zur Herstellung des Farbreagenzes wurden 10 g 4-

Dimethylaminobenzaldehyd in 35 ml 60% Perchlorsäure gelöst und 65 ml 

Isopropanol hinzugegeben. Die Aminosäuren wurden in 1 ml Aqua dem. 

aufgenommen und 100 µl dieser Lösung auf 4 ml verdünnt. Zu dieser Lösung 

wurden 2 ml Oxidationsreagenz (1,4 mg Chloramin T in 100 ml Pufferlösung 

pH 6,8) gegeben und das Hydroxyprolin 20 min bei Raumtemperatur (RT) oxidiert. 

Mit 2 ml Farbreagenz bildete das Hydroxyprolin bei 60°C innerhalb einer 

Viertelstunde eine rotgefärbte Verbindung. Die Lösung wurde nach den 15 min für 3 

min unter fließendem Wasser gekühlt und nach weiteren 30 min bei RT 

photometrisch bei 558 nm vermessen. Die Extinktion der Lösung ist dem Gehalt an 

Hydroxyprolin direkt proportional. Für die Kalibrierung wurde zuvor eine 
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Verdünnungsreihe mit reinem Hydroxyprolin hergestellt und durch 

Zweifachmessung eine Kalibriergerade erstellt. Als Blindwert wurde die Reaktion 

mit Aqua dem. durchgeführt. 

2.2.2.3. Alkalische Hydrolyse 

Um die Bindung zwischen Protein- und Kohlenhydratanteil im AGP näher zu 

charakterisieren, wurde eine alkalische Hydrolyse des AGP durchgeführt. Hierbei 

wird der Proteinanteil zerstört und es resultieren Oligo- bzw. Polysaccharid-

seitenketten mit noch einer Aminosäure, die für die Verbindung von Zucker zu 

Protein verantwortlich ist. Hierzu wurden 30 mg AGP in 6 ml 0,6 N NaOH 

aufgenommen und auf 2 Wheatongefäße verteilt. Über 18 h wurde die Probe bei 

105°C nun hydrolysiert. Die auf RT abgekühlten Proben wurden daraufhin mit 0,1 N 

HCl neutralisiert und anschließend auf wenige Milliliter am Rotationsverdampfer bei 

35°C eingeengt. Danach wurde der Reaktionsansatz auf ein Endvolumen von 100 ml 

80% (v/v) Ethanol gebracht. Die Polysaccharide wurden bei 4°C über Nacht gefällt 

und der Niederschlag am nächsten Tag bei 4°C für 20 min bei 10000 g 

abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit kaltem Ethanol (80% v/v) wurde 

der Niederschlag mit wenig Aqua bidest. aufgenommen und einer fünftägigen 

Dialyse (MWCO 6000-8000 Da) unterzogen. Nach Gefriertrocknung schloss sich 

eine 22-stündige saure Hydrolyse mit 6 N HCl bei 110°C an. Nach einer 

Zentrifugation (dreimal 20 min., 10000 g) wurde der Überstand am 

Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und in wenig Wasser aufgenommen 

und erneut gefriergetrocknet. Das trockene Produkt wurde erneut in wenig Wasser 

aufgenommen und in ein vorher austariertes Eppendorf-Gefäß gegeben, eingefroren 

und in diesem gefriergetrocknet. 

Nun konnten verbliebene Aminosäuren per HPLC analysiert werden (Institut für 

Pflanzenernährung und Bodenkunde der CAU Kiel). Hierzu wurde als Fließmittel ein 

Lithiumacetat-Puffer mit wechselnden pH-Werten von 2,95 bis 10,3 benutzt. Die 

Aminosäuren wurden nach einer Derivatisierung mit Ninhydrin-Reagenz 

photometrisch bei 440 und 570 nm detektiert (Gerät: Oncen, Biochrom 30, Säule: 

FGO369). 
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2.2.3. Gelpermeationschromatographie 

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) wird eingesetzt, um das 

hydrodynamische Volumen beziehungsweise das absolute Molekulargewicht von 

Makromolekülen zu bestimmen. Es handelt sich dabei um eine 

Größenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography = SEC). Hierbei 

treten durch die Porengrößen der stationären Phase verschieden große Verbindungen 

unterschiedlich stark in Wechselwirkung mit dem Säulenmaterial. Niedermolekulare 

Verbindungen wechselwirken stärker mit den Poren und werden somit stärker 

zurückgehalten als hochmolekulare Verbindungen. Die Detektion erfolgte mit einem 

Vielwinkel-Streulichtdetektor (MALLS = Multi-Angle-Laser-Light-Scattering-

Detector), der das absolute Molekulargewicht durch Messung des Streulichtes in 

Abhängigkeit von Molekülform und Molekülgröße misst. 

Zur Überprüfung der Methode wurden Pullulane verwendet (PL Polysaccharide 

Standard Kit SAC-10, Fa Varian). Bei ihnen handelt es sich um linear aufgebaute 

Polymaltotriosen, die aus Aureobasidium pullulans gewonnen werden. Aufgrund des 

linearen Charakters stellen die Pullulane jedoch keinen idealen Standard im Hinblick 

auf die eher kugeligen AGPs dar (Fincher et al., 1983; Qi et al, 1991). Es wurde 1 mg 

Standard pro ml Eluent eingewogen und über Nacht bei 4°C quellen gelassen. Vor 

der Injektion erfolgte eine Filtration der Lösung (NALGENE® Syringe Filters, 

Porengröße 0,45 µm, Celluloseacetat). Anschließend wurden 100 µl der Lösung auf 

die Säule aufgetragen. 

Säulen: 1x PL Aquagel-OH Guard 8µm, 50x7,5mm 

  3x PL Aquagel-OH MIXED 8µm, 300x7,5mm 

  MW Operating Range 100-10.000.000,  

 Fa. Polymer Laboratories GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Eluent:  0,2M NaNO3, 0,01M NaH2PO4, 0,05% NaN3, pH8, filtriert 

Filtrations- 

einheit: Satorius 0,1 µm Filter und entgast (Ultraschallbad) 

Gerät:  PL-GPC 50 Plus Fa. Polymer Labs GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Flussrate: 1,0 ml/min 
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Injektionsvolumen: 100 µl 

Detektoren:   MALLS-Detektor miniDAWN 

  Fa. Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, USA 

Software:   ASTRA for Windows 4.70.07 

 

2.3. Immunologische Methoden 

2.3.1. Herstellung von polyklonalen βGlcY-Antikörpern 

Verwendete Chemikalien und Geräte 

Chemikalien: KLH (keyhole limpet haemocyanin, Firma Fluka MW~350kDa) 

  NaHCO3 50 mmol/l (210,03 mg auf 50 ml Aqua bidest, pH 8,5) 

  Yariv-Reagenz 

  Natriumperjodat 

Natriumcyanoborhydrid 

Essigsäure 

Harnstoff  

PBS-Puffer, pH 7,4 

 

Geräte: Ultrafiltrationskonzentratoren (z.B. Fa Millipore, BSA 10kDa, für 

KLH 50kDa und 30 KDa) 

  pH-Meter 

Durchführung 

Zunächst wurde Schlüssellochschnecken-Hämocyanin (keyhole limpet hemocyanin 

= KLH) gegen NaHCO3 Puffer (50 mM, pH 8,5) dialysiert und auf eine 

Konzentration von ca. 10 mg/ml gebracht. Zusätzlich wurde βGlcY in Aqua bidest. 

gelöst (10 mg/ml) und für 1 h bei RT mit Natriumperiodat (0,95 mol / mol βGlcY) 

behandelt. Dieser Reaktionsansatz wurde daraufhin zum KLH gegeben und 5 h bei 

RT inkubiert. Nach der Zugabe eines Überschusses an Natriumcyanoborhydrid  (10 

mol / mol βGlcY) wurde der Ansatz mit Essigsäure auf pH 4 eingestellt und erneut 
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12 h bei RT inkubiert. Es folgte eine Ultrafiltration der Reaktionsmischung bei 20°C 

mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa (Eluent: 3 M Harnstofflösung) zur 

Entfernung von ungekoppeltem βGlcY. Die Reaktionslösung wurde in PBS pH 7,4 

(1 mg/ml) aufgenommen und filtriert (0,2 µm, Fa. Squarix, Marl). Diese Lösung 

wurde zur Verstärkung der Immunantwort zum gleichen Teil mit komplettem 

Freund-Adjuvans (KFA) viermal in zwei NZW-Kaninchen subcutan injiziert (0,3 mg 

gekoppeltes βGlcY pro Injektion und Tier, Charles River, Kißlegg). 

Das gewonnene Antiserum wurde mit Ammoniumsulfat präzipitiert, in PBS gelöst 

und gegen PBS mit 0,05% Azid dialysiert. Die mit IgG angereicherte Fraktion wurde 

per Affinitätschromatographie durch Kopplung von Yariv an die Säule aufgereinigt. 

2.3.2. ELISA 

Der indirekte ELISA wurde nach folgendem Schema durchgeführt (siehe Abbildung 

2.6). 

 
Abbildung 2.6: Aufbau ELISA 

Mikrotiterplatten wurden mit 100 µl AGP aus der Wurzel von Echinacea purpurea 

(in steigender Konzentration nach unten aufgeführtem Schema) pro Kavität 

BSA BSA BSA BSA

E

Substrat 
(pNPP) 

gelbes 
Produkt

Antikörper gegen Yariv

Anti-Kaninchen-
Antikörper

AGP

Yariv-Reagenz

Enzym E
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beschichtet und über Nacht bei 36°C im Brutschrank mit offenem Deckel gelagert. 

Nach dem Waschen mit PBS-Waschpuffer wurden freie Bindungsstellen auf der 

Platte mit je 200 µl 1-prozentiger BSA-Lösung abgesättigt (1 h, 36°C) und erneut mit 

Waschpuffer gewaschen. Danach wurden pro Kavität 100 µl Yariv-Lösung (0,1 

mg/ml in 0,15 molarer NaCl, 1 h, 36°C) hinzugegeben (Blindwert ausgenommen). 

Nach weiterem Waschen wurde in jede Kavität 100 µl Anti-Yariv-AK (Reihe 3-5 in 

einer Verdünnung von 1:100 und Reihe 6-8 in einer Verdünnung von 1:200) 

einpipettiert und inkubiert (1 h, 36°C). Nach dem Waschen wurde der 

Detektorantikörper (Anti-Kaninchen IgG AK, Verdünnung 1:500, 100 µl pro 

Kavität, markiert mit alkalischer Phosphatase) zugegeben und 1 h bei 36°C inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen wurden 100 µl Substrat (Sigma FastTM p-

Nitrophenylphosphate Tablet Set, Fa. Sigma-Aldrich, USA) zugegeben und die 

Platte bei Raumtemperatur unter Lichtausschuss gelagert. Zur Herstellung des 

Substrats wurde eine Tablette in 20 ml TRIS-Puffer gelöst. Gemessen wurde die 

Absorption nach 5 min, 10 min und 15 min bei 405 nm gegen 690 nm.  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
A 
 

         

B 
 

 Blind 5 
µg/ml 

5 
µg/ml 

5 
µg/ml 

5 
µg/ml 

5 
µg/ml 

5 
µg/ml 

 

C 
 

 Blind 10 
µg/ml 

10 
µg/ml 

10 
µg/ml 

10 
µg/ml 

10 
µg/ml 

10 
µg/ml 

 

D 
 

 Blind 25 
µg/ml 

25 
µg/ml 

25 
µg/ml 

25 
µg/ml 

25 
µg/ml 

25 
µg/ml 

 

E 
 

 Blind 50 
µg/ml 

50 
µg/ml 

50 
µg/ml 

50 
µg/ml 

50 
µg/ml 

50 
µg/ml 

 

F 
 

 Blind 100 
µg/ml 

100 
µg/ml 

100 
µg/ml 

100 
µg/ml 

100 
µg/ml 

100 
µg/ml 

 

G 
 

         

H          
Abbildung 2.7: Pipettierschema ELISA für AGP 
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2.4. Mikroskopie 

2.4.1. Cryoschnitte sekundärer Wurzeln 

Zur Durchführung einer Immunmarkierung der AGPs am Pflanzenschnitt wurden ca. 

3-5 mm lange Abschnitte frischen Wurzelmaterials in 8% Methanol überführt und 

für 10 min evakuiert. Das Wurzelmaterial wurde dann in Tissue Freezing Medium 

(Fa. Jung) eingefroren und am Frigocut 2800E (Fa. Jung) in 10-20 µm dünne 

Scheiben geschnitten, welche bei -20°C auf SuperFrost®Plus Objekträgern (OTs) 

eingefroren wurden. 

2.4.2. Cryoschnitte von Keimwurzeln von Echinacea purpurea 

Samen von Echinacea purpurea wurden 8 min in Ethanol (96% v/v), und nach dem 

Abfiltrieren 7 min in Aqua bidest. geschwenkt. Zur Herstellung von Keimlingen 

wurden vorher alle benötigten Materialien autoklaviert und alle weiteren Arbeiten 

unter der LAF-Bench (Antair ZKB, Fa. Mahl) durchgeführt. Eine 10-prozentige 

Mischung von Natriumhypochlorit, Natriumhydroxid und nichtionischen Tensiden 

diente einer 30-minütigen äußerlichen Desinfektion der Samen auf dem Schüttler. 

Danach wurden die Samen dreimal mit sterilem Wasser gewaschen. Filterpapier in 

gläsernen Petrischalen wurde vollständig mit sterilem Wasser befeuchtet und es 

wurden jeweils 6 Samen in jeder Petrischale ausgelegt. Die Glaspetrischalen wurden 

im temperierten Dunkelraum gelagert und täglich auf Wachstum und eventuellen 

Pilzbefall kontrolliert. Pilzbefallene Samen konnten so unter dem LAF entfernt 

werden. Die Wurzeln der so hergestellten Keimlinge wurden nach 7-10 Tagen in 3-5 

mm lange Abschnitte zerschnitten und, wie unter 2.4.1. beschrieben, Cryostat-

Präparate daraus hergestellt. 

2.4.3. Mikrotom-Schnitte 

Zusätzlich zu den Cryostat-Präparaten wurden frisches Wurzelmaterial und 

angezüchtete Keimwurzeln am Mikrotom geschnitten. Daraus resultierten 

mikroskopische Präparate mit einer Dicke von ca. 20 µm. 
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2.4.4. Pufferlösungen 

Herstellung TBS-Puffer 

50 ml 0,2 M TRIS und 30 ml 5 M NaCl wurden mit Aqua bidest auf 100 ml 

verdünnt. 

Herstellung Verdünnungspuffer 

TBS-Puffer wurde mit 0,3% BSA und 0,1% Tween 20 versetzt. 

Herstellung Blockierpuffer 

TBS-Puffer wurde mit 3% BSA versetzt. 

2.4.5. Herstellung Mowiol-DABCO 

Zur Herstellung des Reagenzes zur Fluoreszenz-Verzögerung wurden 6 g Glycerol 

(analytical grade) mit 2,4 g Mowiol 4-88 (Calbiochem # 475904), 6 ml Aqua bidest, 

12 ml 0,2 M TRIS pH 8 und 0,1% DABCO versetzt und über Nacht auf dem 

Magnetrührer gerührt. Die resultierende Suspension wurde bei RT für 2 h ruhen 

gelassen und anschließend für 10 min bei 50°C im Wasserbad erwärmt. Danach 

wurde die Lösung bei 5000 g für 15 min zentrifugiert und der Überstand wurde 

aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -20°C eingefroren. 

2.4.6. Immunmarkierung der AGPs am Cryoschnitt 

Verwendung von Antikörpern gegen Echinacea AGP 

Zur Immunmarkierung der Cryoschnitte wurden die tiefgefrorenen OTs mit den 

Schnitten in -20°C Aceton überführt und dann 30 min bei RT langsam aufgetaut. Zur 

Immunmarkierung der frischen Präparate wurden die Objektträger bei RT für 30 min 

zur Fixierung in Aceton gegeben. Danach schlossen sich jeweils eine 5-minütige 

Trocknung bei 37°C und eine 30-minütige Aufbewahrung in PBS-Puffer an. Nach 
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einer einstündigen Behandlung auf dem Schüttler mit Blockierpuffer wurde auf die 

Schnitte jeweils ein Tropfen mit polyklonalem Antikörper (hergestellt im Kaninchen 

gegen Echinacea AGP) in einer 1:50 Verdünnung (mit Verdünnungspuffer) gegeben 

und 1 h in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach der Inkubation wurde der AK im 

PBS-Bad für dreimal 5 min abgewaschen. In der Feuchtkammer wurden nun 

zweimal für 5 min Verdünnungspuffer in Tropfen auf die Schnitte gegeben. Es folgte 

der FITC-markierte Sekundär-Antikörper (FITC-Anti-Kaninchen IgG 1:100 

verdünnt), welcher ebenfalls in Tropfen aufgegeben wurde. Nach 1 h wurde der 

Sekundär-Antikörper mit PBST-Puffer dreimal für 5 min abgewaschen und der 

Objektträger wurde mehrmals kurz in Wasser getaucht, um überschüssigen Puffer zu 

entfernen. Parallel wurden Kontrollpräparate angefertigt, bei denen der polyklonale 

Antikörper gegen das AGP durch einfachen Verdünnungspuffer ersetzt wurde.  

Einbettung in Mowiol-DABCO 

Aus einem aufgetauten Aliquot Mowiol-DABCO wurde zur Fluoreszenz-

Verzögerung ein kleiner Tropfen auf den mikroskopischen Schnitt gegeben. Auf 

diesen Tropfen wurde mit einer Pinzette vorsichtig und ohne Druck ein 

Deckgläschen aufgebracht. Nach ca. 12 h war das Mowiol auspolymerisiert und der 

Schnitt konnte unter dem CLSM betrachtet werden. 

Verwendung von Antikörpern gegen βGlcY 

Tiefgefrorene OTs mit den Schnitten wurden in -20°C Aceton überführt und 30 min 

bei RT langsam aufgetaut. Danach wurden sie 5 min bei 37°C getrocknet und 30 min 

in PBS-Puffer gegeben. Nach einer einstündigen Behandlung auf dem Schüttler mit 

Blockierpuffer wurde nun, abweichend von der ersten Reihe, auf die Schnitte jeweils 

ein Tropfen Yariv-Lösung (1 mg/ml in 0,15 M NaCl) gegeben und 1,5 h inkubiert. 

Nach drei 5-minütigen Waschschritten mit PBS-Puffer wurde für 1 h ein 

polyklonaler Antikörper gegen βGlcY (1:25 siehe 2.3.1.) auf die Yariv-behandelten 

Schnitte gegeben. Nach erneutem Spülen mit PBS und Behandlung mit 

Verdünnungspuffer (2x5 min in Tropfen in einer Feuchtkammer) wurde zuletzt 

ebenfalls ein FITC-markierter Anti-Kaninchen-Antikörper (Goat Anti-Rabbit IgG 

FITC Conjugate, Fa. Sigma-Aldrich, USA) in einer 1:100 Verdünnung (mit 
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Verdünnungspuffer) auf die Schnitte gegeben und 1 h in einer Feuchtkammer 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde der AK im PBST-Bad für dreimal 5 min 

abgewaschen und der Objektträger mehrmals kurz in Wasser getaucht, um 

überschüssigen Puffer zu entfernen. Parallel wurden Kontrollpräparate angefertigt, 

bei denen zum einen der Anti-Yariv-Antikörper und zum anderen das Yariv-Reagenz 

durch einfachen Verdünnungspuffer ersetzt wurde. 

2.5. Andere Methoden 

2.5.1. Geldiffusionstest 

Mit dem aufgereinigten AGP wurde ein Geldiffusionstest durchgeführt. Hierzu 

wurden 20 ml eines autoklavierten Agarosegels (1% in 10 mM Tris-Puffer pH 7,3 

mit NaCl 0,9% und 1 mmol CaCl2) in eine 9 cm-Petrischale gegossen. Nach dem 

Aushärten wurden in das Gel 5 Löcher (4 mm Durchmesser) gestanzt. In die mittlere 

Kavität wurden 20 µl Yariv-Lösung (1 mg/ml) einpipettiert, in die Kavitäten links je 

20 µl einer AGP-Lösung (1 mg/ml) und in die Kavitäten rechts je 20 µl einer höher 

konzentrierten AGP-Lösung (5 mg/ml).  

2.5.2. Antioxidative Kapazität / Trolox Test 

Im Reagenzgefäß wurde mit Hilfe von H2O2 ein oxidatives Milieu geschaffen, in 

welchem aus dem ABTS-Reagenz (2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-

sulfonsäure)) das stabile, grün gefärbte ABTS+-Kation entstand, das photometrisch 

bei 734 nm vermessen wurde. Das Prinzip der Messung basiert darauf, dass 

Antioxidantien die Bildung des ABTS+-Kations hemmen. Zur Korrelation des 

antioxidativen Potentials von Substanzen wird der sogenannte TEAC-Wert (Trolox 

equivalent antioxidant concentration) bestimmt, welcher als die Konzentration einer 

Trolox-Lösung mit der gleichen antioxidativen Aktivität wie eine 1mM Lösung des 

untersuchten Antioxidants definiert ist. Trolox ist ein wasserlösliches Vitamin E-

Derivat, bei dem es sich um α-Tocopherol mit einer Carbonsäuregruppe anstelle der 

Phythylseitenkette handelt. Zur Messung des TEAC-Wertes wurde an zwei 

aufeinander folgenden Tagen jeweils eine Trolox-Kalibrierreihe erstellt und das AGP 

in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 mg/ml und 3 mg/ml) vermessen. 
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3. Analytische Ergebnisse 

3.1. Ausbeuten 

Nach 2.1.1. wurden insgesamt 4 Extrakte der Wurzel von Echinacea purpurea 

hergestellt (siehe Abbildung 2.1). Da die Arabinogalactan-Proteine wasserlöslich 

sind, finden sie sich in einem wässrigen Extrakt wieder. Nach einer Proteinfällung 

wurde der Extrakt in ein niedermolekulares Filtrat und in ein hochmolekulares 

Retentat per Tangentialflussfiltration aufgeteilt. Um letzte Mono- und 

Oligosaccharide sowie sonstige niedermolekulare Bestandteile aus dem Retentat zu 

entfernen, schloss sich die Dialyse an. Das dialysierte Retentat wurde 

gefriergetrocknet, analysiert und zur Isolierung der AGPs eingesetzt. Der Gehalt an 

AGP in der getrockneten Droge wird beispielhaft anhand des Mischretentats 

berechnet. 

Aus insgesamt 2600 g Droge wurden 40,0 g hochmolekulares Retentat (also 1,54% 

m/m) gewonnen, welches jedoch nicht komplett wasserlöslich war. Dispergierte man 

200 mg in Aqua dem. und zentrifugierte den wasserunlöslichen Teil ab, verblieben 

vom Retentat 32,3 mg, oder 16,2% m/m (respektive 0,25% m/m der Ausgangsdroge) 

in Lösung. Von diesen 0,25% konnten 50,5% (m/m) als AGP identifiziert werden. 

Das entspricht einem Gehalt von 0,13% AGP in der Droge. 

3.2. Charakterisierung des Kohlenhydratanteils 

 

3.2.1. Ermittlung der relativen Retentionen und der Response-

Faktoren 

Eine Zuckerstandard-Lösung wurde in regelmäßigen Abständen gas-

chromatographisch vermessen und die relativen Retentionszeiten bezogen auf Myo-

Inositol berechnet (siehe 2.2.1.6.). Mit Hilfe der ermittelten Retentionszeiten erfolgte 

die Identifizierung der Zucker bei der Neutralzuckeranalyse. Mit Hilfe der Response-

Faktoren wurden die Ergebnisse der automatisierten Integrationen korrigiert. Es 
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ergaben sich für die Neutralzucker folgende relative Retentionen und Response-

Faktoren (siehe Tabelle 3.1). 

Zucker Relative 
Retentionszeit 

Response-Faktor 

Rhamnose 0,342 1,562 

Fucose 0,357 1,321 

Arabinose 0,417 1,098 

Xylose 0,490 1,165 

Mannose 0,839 1,212 

Galactose 0,909 1,175 

Glucose 0,966 1,424 

Inositol 1,000 1,000 

Tabelle 3.1: Relative Retentionen und Response-Faktoren der Zucker nach Derivatisierung zu 
Alditolacetaten und Vermessung im Gaschromatographen 

3.2.2. Neutralzuckerzusammensetzungen von Retentat und Filtrat 

Da Arabinogalactanproteine zum großen Teil aus Arabinose und Galactose bestehen, 

wurden zunächst die Neutralzuckerzusammensetzungen der erhaltenen Fraktionen 

mit speziellem Augenmerk auf diese beiden Zucker hin untersucht. Hierzu wurde 

eine Acetylierungsanalyse nach Blakeney durchgeführt (siehe 2.2.1.1.), wobei die 

nach einer sauren Hydrolyse entstandenen Monomere reduziert und zu den 

korrespondierenden Alditolacetaten derivatisiert wurden. Diese Methode hat sich als 

gut reproduzierbar herausgestellt. Jedes Monosaccharid ist über einen einzelnen Peak 

durch die Retentionszeit identifizierbar. Die Messung der Zucker am 

Gaschromatographen erfolgte jeweils gegen Myo-Inositol als inneren Standard. Der 

Nachteil dieser Methode ist, dass die Bindungen von Uronsäuren schwer 

hydrolysierbar sind und es zur Freisetzung von Aldobiuronsäuren kommt. So werden 

die Uronsäuren und ein Teil der mit den Uronsäuren verknüpften Neutralzucker bei 

der Analytik nicht erfasst. 
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3.2.2.1. Retentat I 

Nach der Gefriertrocknung lagen 8,73 g Retentat vor, also 1,1% der eingesetzten 

Droge. Zur Analytik von Retentat I wurden 9,6 mg Probe acetyliert und 

gaschromatographisch vermessen (siehe 2.2.1.6.). 

 
Abbildung 3.1: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus Retentat I 

Bei einer Ausbeute von 13,4% ergab die Neutralzuckeranalyse von Retentat I 

folgende Werte: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 37,2 

Galactose 25,4 

Glucose 20,4 

Mannose 9,2 

Rhamnose 4,3 

Xylose 2,5 

Fucose 1,0 

Tabelle 3.2: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzucker aus Retentat I 
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Auffällig ist der erwartet hohe Gehalt an Arabinose und Galactose mit 37,2% und 

25,4%, also 62,6% der Ausbeute (siehe Abbildung 3.2). Ein hoher Gehalt an Glucose 

lässt vermuten, dass relativ viel Stärke aus den Wurzeln mit extrahiert wurde. Die 

Ausbeute an Neutralzuckern von 13,4% von den eingesetzten 9,6 mg ist sehr gering. 

Es zeigt, dass die Probe nicht nur aus Zuckern besteht, was auch die tiefbraune Farbe 

des gefriergetrockneten Retentats noch unterstreicht. In der folgenden Abbildung ist 

die Neutralzuckerzusammensetzung grafisch dargestellt. 
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Abbildung 3.2: Neutralzuckerzusammensetzung: Retentat I 

3.2.2.2. Retentat II 
 

Aus Retentat II ergaben sich gefriergetrocknet 14,1 g, also 1,4% der eingesetzten 

Ausgangsdroge. Die Zuckeranalytik wurde wie zuvor mit 9,7 mg Probe durchgeführt 

(siehe Abbildung 3.3). 
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Abbildung 3.3: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus Retentat II 

Die Ausbeute an Zuckern lag bei Retentat II bei 16,8%, also etwas höher als bei 

Retentat I. Die exakten Werte werden in der folgenden Tabelle wiedergegeben.  

Zucker % (m/m) 

Arabinose 30,5 

Galactose 27,5 

Glucose 14,0 

Mannose 6,7 

Rhamnose 7,2 

Xylose 13,2 

Fucose 0,9 

Tabelle 3.3: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzucker aus Retentat II 

Auffällig ist der überraschend hohe Gehalt an Xylose im Retentat, ansonsten ist die 

Neutralzuckerzusammensetzung vergleichbar mit der des Retentats I. Arabinose und 

Galactose machen auch hier mit 30,5% und 27,5% den höchsten Gehalt mit 

zusammengerechnet 58% aus. Grafisch stellt sich die Neutralzucker-

zusammensetzung wie folgt dar: 
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Abbildung 3.4: Neutralzuckerzusammensetzung: Retentat II 

3.2.2.3. Retentat III 

Aus Retentat III ergab sich nach Gefriertrocknung 18,82 g, was mit 2,4% den 

höchsten Gehalt ausgehend von der eingesetzten Droge darstellt. Bei der Analytik 

von 19,2 mg Probe ergab sich folgendes Chromatogramm: 

 
Abbildung 3.5: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus Retentat III 

Die Ausbeute an Neutralzuckern von Retentat III lag bei 11,4%. Tabelle 3.4 zeigt die 

Neutralzuckerzusammensetzung. 
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Zucker % (m/m) 

Arabinose 16,8 

Galactose 20,1 

Glucose 31,2 

Mannose 28,7 

Rhamnose 1,5 

Xylose 1,5 

Fucose 0,2 

Tabelle 3.4: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzucker aus Retentat III 

Die Neutralzuckerzusammensetzung von Retentat III weicht von den 

Zusammensetzungen der anderen Retentatfraktionen ab. Nicht Arabinose und 

Galactose stellen hier mit 16,8% und 20,1% Massenprozentual den größten Anteil, 

sondern Glucose und Mannose mit 31,2%, respektive 28,7%. Dies lässt sich 

eventuell durch eine ungenügende Dialyse erklären. 
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Abbildung 3.6: Neutralzuckerzusammensetzung: Retentat III 
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3.2.2.4. Retentat IV 

Aus Retentat IV ergaben sich nach Gefriertrocknung 9,51 g, oder 1,2% bezogen auf 

das Ausgangsmaterial. 17,9 mg Probe wurde acetyliert und gaschromatographisch 

vermessen (siehe Abbildung 3.7). 

 
Abbildung 3.7: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus Retentat IV 

Die Ausbeute an Zuckern war mit 17,4% höher als bei den anderen Retentaten, was 

aufgrund der Extraktion bei erhöhter Temperatur nicht verwunderlich ist. Die 

massenprozentuale Zusammensetzung stellte sich wie folgt dar: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 35,7 

Galactose 33,4 

Glucose 15,2 

Mannose 12,0 

Rhamnose 1,6 

Xylose 1,7 

Fucose 0,4 

Tabelle 3.5: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzuckeranalyse aus Retentat IV 
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Die Neutralzuckerzusammensetzung des Heißextraktes ist vergleichbar mit der 

Zusammensetzung von Retentat I und II. Arabinose und Galactose stellen mit 35,7%, 

respektive 33,4% den höchsten Gehalt. Mit 69,1% der Ausbeute ist der 

zusammengerechnete Gehalt der beiden Zucker im Heißextrakt am höchsten (siehe 

Abbildung 3.8). 
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Abbildung 3.8: Neutralzuckerzusammensetzung: Retentat IV 

3.2.2.5. Filtrat 

Von dem eingefrorenen Filtrat, das aus der Tangentialflussfiltration gewonnen 

wurde, wurde eine Probe gefriergetrocknet und 13 mg davon einer 

Neutralzuckeranalytik unterzogen. Im Filtrat der Tangentialflussfiltration werden alle 

mono- und oligomeren Zucker des pflanzlichen Extraktes erwartet: Die 

Ausschlussgrenze des Filters lag bei 30000 Da. 
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Abbildung 3.9: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus Filtrat I 

Mit 11.1% der Masse des Filtrats war die Ausbeute an Zuckern auch hier eher 

gering. Im Einzelnen stellte sich die Zusammensetzung der Zucker wie folgt dar: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 1,8 

Galactose 1,9 

Glucose 77,2 

Mannose 16,3 

Rhamnose 0,4 

Xylose 0,7 

Fucose 1,7 

Tabelle 3.6: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzucker von Filtrat I 

Auffällig ist der immens hohe Anteil von Glucose im Filtrat (77,2%). Mannose stellt 

mit 16,3% den zweithäufigsten Neutralzucker. Dies lässt sich durch die eventuelle 

Anwesenheit von Fructanen erklären, die sich bei einer Größe von unter 30.000 

Dalton nach der TFF im Filtrat wieder finden (siehe Abbildung 3.10). 
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Abbildung 3.10: Neutralzuckerzusammensetzung: Filtrat I 

3.2.2.6. Retentatgemisch 

Nach der Analytik der Retentate wurde ein Retentatgemisch der Fraktionen I-III 

hergestellt, indem jeweils 100 mg gemischt, in Wasser gelöst und wieder 

gefriergetrocknet wurden. Dieses Retentatgemisch wurde gaschromatographisch 

nach der Acetylierung untersucht (siehe Abbildung 3.11). 

 
Abbildung 3.11: Gaschromatogramm der Alditolacetate aus dem Retentatgemisch 

10,2 mg des Retentatgemisches wurden untersucht. 18,9% Ausbeute wurden erreicht. 

Folgende Tabelle veranschaulicht die Zusammensetzung der einzelnen Zucker. 
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Zucker % (m/m) 

Arabinose 46,7 

Galactose 28,9 

Glucose 11,2 

Mannose 6,7 

Rhamnose 4,0 

Xylose 1,8 

Fucose 0,7 

Tabelle 3.7: Massenprozentuale Zusammensetzung der Neutralzucker des Retentatgemisches 

Nach Analyse der Fraktionen Retentat I-III, erwartete man in deren Gemisch aus je 

100 mg einen geringeren Gehalt an Arabinose sowie einen höheren Gehalt an 

Glucose und Mannose, in erster Linie bedingt durch die 

Neutralzuckerzusammensetzung von Retentat III. Das Gemisch ähnelt jedoch am 

ehesten Retentat I. Arabinose und Galactose stellen mit 46,7% und 28,9% den 

größten Anteil (siehe Abbildung 3.12). Zur Isolierung der AGPs wurden nun die 

kompletten Retentate I-III gemischt (siehe 2.1.1.). 
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Abbildung 3.12: Neutralzuckerzusammensetzung des Retentatgemisches 
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3.2.2.7. Vergleich aller Neutralzuckeranalysen 
 

Abbildung 3.13 veranschaulicht die Zuckerzusammensetzung der Retentate I-IV im 

Vergleich zum Filtrat und zum Retentatgemisch. Bis auf Retentat II sind die 

Retentate sowie das Retentatgemisch alle ähnlich beschaffen. Das Filtrat fällt in der 

Grafik durch den hohen Glucosegehalt auf. Unter den Retentaten zeigt Retentat III 

auffällig hohe Mengen an Glucose und Mannose. Dies kann eventuell durch eine 

unvollständige Dialyse nach der Tangentialflussfiltration bedingt sein. 
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Abbildung 3.13: Vergleich aller Neutralzuckeranalysen 
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3.2.3. Neutralzuckerzusammensetzungen der AGPs 

Mit allen 4 Retentaten wurde eine Yarivfällung durchgeführt. Im Folgenden werden 

die Ergebnisse der Neutralzuckeranalyse der yarivgefällten Arabinogalactan-Proteine 

aus den einzelnen Retentaten vorgestellt. 

3.2.3.1. Arabinogalactan-Protein aus Retentat I 
 

 
Abbildung 3.14: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat I 

Bei der Neutralzuckeranalyse von 7,7 mg des AGPs aus Retentat I wurde eine 

massenprozentuale Ausbeute von 21,1% erzielt. In der Tabelle 3.8 werden die 

Ergebnisse im Einzelnen veranschaulicht. 
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Zucker % (m/m) 

Arabinose 11,9 

Galactose 76,9 

Glucose 6,7 

Mannose 4,0 

Rhamnose 0,2 

Xylose 0,2 

Fucose 0,1 

Tabelle 3.8: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus Retentat I 

Das yarivgefällte Arabinogalactan-Protein besteht wie erwartet zu einem großen Teil 

aus Arabinose (11,9%) und Galactose (76,9%), mit zusammengenommen 88,8% der 

Ausbeute (siehe Abbildung 3.15). Glucose und Mannose finden sich als zweitgrößte 

Fraktion mit etwas über 10% wieder. Rhamnose, Xylose und Fucose sind nur in 

Spuren vorhanden. 
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Abbildung 3.15: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat I 
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3.2.3.2. Arabinogalactan-Protein aus Retentat II 

9,7 mg des AGPs aus Retentat II wurden acetyliert und gaschromatographisch 

vermessen (siehe Abbildung 3.16). 

 
Abbildung 3.16: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat II 

Bei einer massenprozentualen Ausbeute von 24,7% wurde folgende 

Neutralzuckerzusammensetzung festgestellt: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 24,4 

Galactose 64,6 

Glucose 7,6 

Mannose 2,2 

Rhamnose 0,9 

Xylose 0,2 

Fucose 0,1 

Tabelle 3.9: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus Retentat II 
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Der im Retentat gefundene hohe Gehalt an Xylose wurde im gefällten 

Arabinogalactan-Protein nicht wiedergefunden. Stattdessen stellen Arabinose und 

Galactose auch hier 89% der Ausbeute (siehe Abbildung 3.17), wobei das Verhältnis 

gegenüber des AGPs aus Retentat I zugunsten der Arabinose verschoben ist. Der 

Gehalt an Glucose und Mannose ist vergleichbar mit den AGPs aus Retentat I. 
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Abbildung 3.17: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat II 

 

3.2.3.3. Arabinogalactan-Protein aus Retentat III 

Die Neutralzucker von Retentat III waren etwas anders zusammengesetzt als die der 

Retentate I und II. 10,8 mg von Retentat III wurden acetyliert und 

gaschromatographisch vermessen (siehe Abbildung 3.18). 
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Abbildung 3.18: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat III 

Bei einer Ausbeute von 18,5% war das gefällte AGP trotz des anders 

zusammengesetzten Ausgangsretentats vergleichbar mit den AGPs aus Retentat I und 

II. 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 19,9 

Galactose 70,7 

Glucose 5,6 

Mannose 3,1 

Rhamnose 0,4 

Xylose 0,2 

Fucose 0,1 

Tabelle 3.10: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus Retentat III 

Arabinose und Galactose machen knapp über 90% der Zuckerzusammensetzung aus. 

Der Gehalt von Glucose und Mannose ist mit 5,6% respektive 3,1% ebenfalls gut 

vergleichbar mit dem Gehalt dieser Zucker in den AGPs der anderen Retentate. 
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Abbildung 3.19: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat III 

3.2.3.4. Arabinogalactan-Protein aus Retentat IV 
 

9,5 mg des Retentats des Heißextraktes wurden acetyliert und analysiert (siehe 

Abbildung 3.20). 

 
Abbildung 3.20: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat IV 
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Die Ausbeute von 9,4% war verglichen mit den vorhergehenden Analysen sehr 

gering. Auch war das AGP deutlich anders zusammengesetzt. Die genauen Werte 

finden sich in folgender Tabelle: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 21,2 

Galactose 49,9 

Glucose 19,5 

Mannose 5,3 

Rhamnose 3,1 

Xylose 0,5 

Fucose 0,4 

Tabelle 3.11: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus Retentat IV 

Auffällig ist der hohe Gehalt an Glucose mit annähernd 20%. Arabinose und 

Galactose stellen mit insgesamt circa 71% der Ausbeute auch einen geringeren 

Anteil als in den AGPs der anderen Fraktionen (siehe Abbildung 3.21).  
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Abbildung 3.21: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus Retentat IV 
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Nach der Analytik der AGPs aus den verschiedenen Retentaten wurde entschieden, 

dass das Retentat IV von einer weitergehenden Analytik ausgeschlossen wird, und 

ein Gemisch der Retentate I-III als Ausgangsmaterial zur Isolierung genutzt wird. 

Hierzu wurden die Retentate zusammen in Aqua bidest. dispergiert, tiefgefroren und 

gefriergetrocknet. 

3.2.3.5. Arabinogalactan-Protein aus Retentatgemisch 

Nach einer Gefriertrocknung wurde das Mischretentat zur Fällung von weiterem 

AGP genutzt. Das AGP wurde acetyliert und gaschromatographisch vermessen. 

 
Abbildung 3.22: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus dem Retentatgemisch 

Bei der Analytik von 9 mg Probe wurde nur eine Ausbeute von 6,2% erreicht. Dabei 

wurde folgende Neutralzuckerzusammensetzung festgestellt: 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 19,0 

Galactose 38,2 

Glucose 29,0 

Mannose 11,2 

Rhamnose 1,7 

Xylose 0,6 

Fucose 0,3 

Tabelle 3.12: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus dem 
Retentatgemisch 
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Auffällig sind zum einen der unerwartet hohe Gehalt an Glucose, der mit fast 30% 

nicht ausschließlich vom AGP verursacht werden konnte, und zum anderen der nur 

geringe Gehalt an Arabinose und Galactose mit insgesamt nur 57% (siehe Abbildung 

3.23). Der hohe Gehalt an Glucose lässt sich eventuell mit einer ungenügenden 

Dialyse erklären, wodurch Reste des Yariv-Phenylglycosids in der Fällung 

verblieben. 
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Abbildung 3.23: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus dem 
Retentatgemisch 

 

Bei der Analytik fiel bereits auf, dass sich das Lyophilisat nicht komplett im Wasser 

löste und das AGP nach der Dialyse noch schmutzig-gelb gefärbt war. Um diese 

schwer wasserlöslichen Bestandteile abzutrennen, wurde vor der Yariv-Fällung eine 

Zentrifugation durchgeführt und der daraufhin klare Überstand zur Gewinnung des 

AGPs eingesetzt. 
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3.2.3.6. Arabinogalactan-Protein aus aufgereinigtem Retentat-

gemisch 

Das AGP, welches aus dem durch Zentrifugation aufgereinigten Retentatgemisch 

gewonnen wurde, war nach der Gefriertrocknung nicht mehr schmutzig-gelb, 

sondern hellbeige gefärbt. Die Neutralzuckeranalyse wurde mit 5,2 mg des AGPs 

durchgeführt (siehe Abbildung 3.24). 

 
Abbildung 3.24: Gaschromatogramm des Arabinogalactan-Proteins aus dem aufgereinigten 
Retentatgemisch 

Die Ausbeute an Zucker konnte durch diesen Aufreinigungsschritt von den vormals 

erreichten 6,2% auf 50,5% gesteigert werden. Die Ergebnisse lassen sich folgender 

Tabelle entnehmen. 

Zucker % (m/m) 

Arabinose 39,4 

Galactose 53,4 

Glucose 3,3 

Mannose 1,2 

Rhamnose 1,0 

Xylose 0,6 

Fucose 1,1 

Tabelle 3.13: Massenprozentuale Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs aus dem 
aufgereinigten Retentatgemisch 
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Arabinose mit 39,4% und Galactose mit 53,4% machen mit insgesamt 92,8% den 

Großteil der Ausbeute an Zuckern aus (siehe Abbildung 3.25). 
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Abbildung 3.25: Neutralzuckerzusammensetzung des Arabinogalactan-Proteins aus dem 
aufgereinigten Retentatgemisch 

3.2.3.7. Vergleich aller Neutralzuckeranalysen der Arabinogalactan-

Proteine 

In den AGPs aller Fraktionen dominiert Galactose. Mit Ausnahme des AGPs aus 

dem Heißextrakt sowie des AGPs aus dem nicht-aufgereinigten Retentatgemisch 

liegt der aufsummierte Gehalt von Arabinose und Galactose bei circa 90% (siehe 

Abbildung 3.26). Die Ausbeute bei der Acetylierungsanalyse ist beim aufgereinigten 

Retentatgemisch mit 50,5% am höchsten. Das AGP aus dem unbehandelten 

Retentatgemisch hat eine leicht abweichende Zusammensetzung gegenüber den 

anderen AGPs, welche miteinander gut vergleichbar sind. Das Ara:Gal-Verhältnis 

des aufgereinigten Retentatgemisches ist gegenüber den anderen AGPs etwas 

zugunsten der Arabinose verschoben. 
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Abbildung 3.26: Vergleich aller Neutralzuckeranalysen der Arabinogalactan-Proteine 

 

Zucker AGP aus 
Retentat I 

AGP aus 
Retentat II 

AGP aus 
Retentat 

III 

AGP aus 
Retentat 
IV (Heiß-
extrakt) 

AGP aus 
Gemisch 

der 
Retentate 

I-III 

AGP aus 
aufgereinigtem 

Retentat-
gemisch 

 

Arabinose 11,9 24,4 19,9 21,2 19,0 39,4 

Galactose 76,9 64,6 70,6 49,9 38,2 53,4 

Glucose 6,7 7,6 5,6 19,5 29,0 3,3 

Mannose 4,0 2,2 3,1 5,3 11,2 1,2 

Rhamnose 0,2 0,9 0,4 3,1 1,7 1,0 

Xylose 0,2 0,2 0,2 0,5 0,6 0,6 

Fucose 0,1 0,1 0,1 0,4 0,3 1,1 

Tabelle 3.14: Vergleich der Neutralzuckerzusammensetzungen der yarivgefällten AGPs 

 



33..  AANNAALLYYTTIISSCCHHEE  EERRGGEEBBNNIISSSSEE  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

75 

Betrachtet man die Werte in Tabelle 3.14, so bestätigt sich die Ähnlichkeit der AGPs 

aus den Retentaten I-III, obgleich die Retentat-Fraktionen der hergestellten Extrakte 

bezüglich ihrer Neutralzuckerzusammensetzung zum Teil relativ unterschiedlich 

waren. Das AGP aus dem Heißextrakt fällt etwas heraus und weist einen erhöhten 

Glucose-Gehalt und einen verminderten Galactose-Gehalt auf. Erstaunlicherweise 

erkennt man eine deutliche Abweichung zwischen den AGP-Fraktionen I-III und 

deren Gemisch, vermutlich verursacht durch Reste des βGlcY, welches durch eine 

unvollständige Dialyse in der Fällung verblieb.. Im Gemisch ließ sich so ein deutlich 

erhöhter Glucose-Anteil nachweisen, ähnlich wie er im AGP des Retentats IV 

aufgetaucht war, obwohl diese Heißextrakt-Fraktion nicht mit in das 

Retentatgemisch eingeflossen ist. Die Aufreinigung erbrachte, dass zum einen der 

Glucose-Anteil von 29% auf 3,3% absank und dass zum anderen die Ausbeute von 

6,2% auf 50,5% anstieg. Des Weiteren sank der Mannose-Gehalt von 11,2% auf 

1,2%. Das Ara:Gal-Verhältnis beläuft sich beim AGP-Gemisch auf 1:2, die 

Aufreinigung verschiebt dieses Verhältnis zugunsten der Arabinose auf 1:1,4. 

3.2.4. Bindungstypanalysen 

Zur Analyse der Bindungstypen der im Polysaccharid enthaltenen Monosaccharide 

wurden die freien Hydroxylgruppen im Polysaccharid methyliert, und dieses 

daraufhin zu den Monomeren hydrolysiert. Die nun freigewordenen 

Hydroxylfunktionen wurden acetyliert, so dass die vorher an der glykosidischen 

Bindung, beziehungsweise am Ringschluss beteiligten OH-Gruppen einen Acetylrest 

trugen und die Zucker so nach Bindungstyp differenziert werden konnten (siehe 

2.2.1.5.). Folgende Proben wurden mit Hilfe dieser Methylierungsanalyse untersucht: 

 Natives AGP 

 AGP nach Uronsäurereduktion 

 AGP nach Partialhydrolyse 

 AGP nach Uronsäurereduktion und Partialhydrolyse 
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Durch die Reduktion mit NaBD4 nach vorheriger Aktivierung mit Carbodiimid 

können Uronsäuren erfasst werden, die sich in anderen Analysemethoden einer 

Analytik entziehen. Durch eine milde Säurehydrolyse können labile glykosidische 

Bindungen gespalten werden. Durch die Kombination der Ergebnisse der 

verschiedenen Methylierungsanalysen ist es möglich, Aussagen über den 

strukturellen Aufbau des AGPs zu treffen. 

Zur Analyse der Bindungstypen wurden die Total-Ionen-Chromatogramme (TICs) 

aufgenommen und die Massenspektren der erhaltenen Peaks mit einer im 

Arbeitskreis etablierten Datenbank von PMAAs abgeglichen (siehe Abbildung 3.27). 

So konnten die einzelnen Zucker identifiziert und anhand des Methylierungs- und 

Acetylierungsmusters der Bindungstyp des entsprechenden Monosaccharids im AGP 

ermittelt werden. 
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Abbildung 3.27: Beispielhafte Auswertung der ersten beiden Peaks im TIC mit den jeweiligen 
Massenspektren von 1-Araf und 1,5-Araf 
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3.2.4.1. Analyse der PMAAs des nativen AGPs 
 

Das native AGP wurde einer Methylierungsanalyse unterworfen und zunächst zur 

Quantifizierung gaschromatographisch vermessen und per FID detektiert. Daraufhin 

wurde das TIC aufgenommen und die Zucker identifiziert (siehe Abbildung 3.27). 
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Abbildung 3.28: Gaschromatogramm der PMAAs des nativen AGPs 

Im FID-Chromatogramm findet sich bei circa 7 min. furanosidische 1-Arabinose (1-

Araf), der nächste Peak bei 11,75 min. wurde als furanosidische 1,5-Arabinose (1,5-

Araf) identifiziert. Es folgt pyranosidische 1-Galactose (1-Galp) bei 13,75 min., 

1,3-Galactose (1,3-Galp) und 1,4-Galactose (1,4-Galp) bei 18,5 und 19,25 min sowie 

1,6-Mannose (1,6-Manp) und 1,6-Galactose (1,6-Galp) bei 21,25 und 22 min. Das 

Chromatogramm zeigt als zuletzt eluierten Peak bei 28,5 min. pyranosidische 

1,3,6-Galactose (1,3,6-Galp). 

Die Tabelle 3.15 zeigt die Werte nach der Integration der Flächen und Umrechnung 

in % (mol/mol). 
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Zucker Gehalt in % (mol/mol) 

1-Ara(f) 30,6 

1,5-Ara(f) 11,2 

1,3-Ara(f) tr 

1,3,4-Ara(p) tr 

1-Gal(p) 5,3 

1,3-Gal(p) 14,0 

1,4-Gal(p) 2,6 

1,6-Gal(p) 8,5 

1,3,6-Gal(p) 21,9 

1,6-Man(p) 2,6 

1Glc(p) tr 

Tabelle 3.15: Gehalt (mol/mol) der identifizierten PMAAs im nativen AGP; tr = traces <2% 

Vergleicht man die bei der Acetylierung ermittelten und in Molprozent 

umgerechneten Werte mit den aufsummierten Werten der Analyse der PMAAs 

ergeben sich folgende Werte: 

 Acetylierung % 
(mol/mol) 

Methylierung 
% (mol/mol) 

Arabinose 36,5 44,1 

Galactose 56,7 52,3 

Glucose 3,5 0,9 

Mannose 1,1 2,6 

Rhamnose tr - 

Xylose tr - 

Fucose tr - 

Tabelle 3.16: Gehalt der Neutralzucker im AGP nach der Acetylierungs- bzw. 
Methylierungsanalyse; tr = traces <2% 
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Grafisch dargestellt ergibt sich aus den vorhergehenden Werten folgendes Schaubild: 
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Abbildung 3.29: Neutralzuckerzusammensetzung des AGPs nach der Acetylierungs- bzw. 
Methylierungsanalyse 

Die Ergebnisse aus Acetylierung und Methylierung sind gut miteinander 

vergleichbar. Die Abweichungen beschränken sich auf wenige Prozent: bei der 

Methylierung ist das Ara:Gal-Verhältnis leicht zugunsten der Arabinose verschoben. 

3.2.4.2. Analyse der PMAAs des uronsäurereduzierten AGPs 

Vor der Methylierungsanalyse wurden die im AGP enthaltenen Uronsäuren mit 

Natriumbordeuterid nach vorheriger Aktivierung mit Carbodiimid zum zweifach 

deuterierten Neutralzucker reduziert. Durch die Deuterierung konnte die ehemalige 

Uronsäure nach der Methylierungsanalyse durch eine im Vergleich zum 

entsprechenden Neutralzucker erhöhte Masse identifiziert werden. 
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Abbildung 3.30: Gaschromatogramm der PMAAs des reduzierten AGPs 

Bereits im Chromatogramm (siehe Abbildung 3.30) fällt die Ähnlichkeit zum nativen 

AGP auf, mit der Ausnahme eines zusätzlichen Peaks bei 12,5 min., der im TIC als 

zweifach deuteriertes PMAA identifiziert wurde, ursprünglich also eine Uronsäure 

war. Die als pyranosidische Glucuronsäure identifizierte Uronsäure macht einen 

molprozentualen Anteil von 7,3% aus. 

Zucker Gehalt in % (mol/mol) 

1-Ara(f) 26,1 

1,5-Ara(f) 9,9 

1,3-Ara(f) tr 

1,3,4-Ara(p) tr 

1-Gal(p) 4,3 

1,3-Gal(p) 11,4 

1,4-Gal(p) 2,6 

1,6-Gal(p) 10,0 

1,3,6-Gal(p) 23,8 

1,6-Man(p) 2,7 

1GlcA(p) 7,3 

Tabelle 3.17: Gehalt (mol/mol) der identifizierten PMAAs im uronsäurereduzierten AGP; tr = 
traces <2% 
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Aufsummiert und verglichen mit den Daten aus der Acetylierungsanalyse ergeben 

sich die folgenden gut übereinstimmenden Monosaccharidanteile: 

 Acetylierung % 
(mol/mol) 

Methylierung 
% (mol/mol) 

Arabinose 32,5 37,9 

Galactose 57,6 52,1 

Glucose bzw. 

Glucuronsäure 
5,6 7,3 

Mannose tr 2,7 

Rhamnose tr - 

Xylose tr - 

Fucose tr - 

Tabelle 3.18: Gehalt der Neutralzucker im AGP nach der Acetylierungs- bzw. 
Methylierungsanalyse; tr = traces <2% 

3.2.4.3. Analyse der PMAAs des partialhydrolysierten AGPs 

Durch eine milde Säurehydrolyse mittels Oxalsäure können labile 

Glykosidbindungen gespalten und Aussagen über die Positionen einzelner Zucker 

getroffen werden. So findet sich im durch Ethanol fällbaren hochmolekularen 

Rückstand nur noch wenig Arabinose. Daraus lässt sich schließen, dass sich 

Arabinose mit seinen labileren Bindungen hauptsächlich in der Peripherie des 

Kohlenhydratanteils befindet. 
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Abbildung 3.31: Gaschromatogramm der PMAAs des partialhydrolysierten AGPs 

Im Chromatogramm (siehe Abbildung 3.31) erkennt man bereits, dass die Peaks der 

PMAAs von 1-Araf und 1,5-Araf nahezu verschwunden sind. Des Weiteren haben 

die Peaks der PMAAs von 1,4-Galp und 1,6-Manp etwas abgenommen. Für das 

partialhydrolysierte AGP ergeben sich folgende Werte:  

Zucker Gehalt in % (mol/mol) 

1-Ara(f) 4,5 

1,5-Ara(f) - 

1,3-Ara(f) - 

1,3,4-Ara(p) - 

1-Gal(p) 23,0 

1,3-Gal(p) 18,9 

1,4-Gal(p) 2,5 

1,6-Gal(p) 31,0 

1,3,6-Gal(p) 18,1 

1,6-Man(p) 2,0 

Tabelle 3.19: Gehalt (mol/mol) der identifizierten PMAAs im partialhydrolysierten AGP;          
tr = traces <2% 
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Der Gehalt an Arabinose hat von insgesamt 44,1% (mol/mol) im nativen AGP auf 

4,5% (mol/mol) abgenommen. Nahezu der gesamte Zuckeranteil wird nun mit 93,5% 

(mol/mol) von der Galactose gestellt. 

 Acetylierung Methylierung 

Arabinose 4,3 4,5 

Galactose 86,9 93,5 

Glucose 3,4 - 

Mannose 2,9 2,0 

Rhamnose tr - 

Xylose tr - 

Fucose tr - 

Tabelle 3.20: Gehalt der Neutralzucker im partialhydrolysierten AGP nach der Acetylierungs- 
bzw- Methylierungsanalyse. 

Im Vergleich zu den Daten aus der Acetylierungsanalyse (siehe Tabelle 3.20 resp. 

Abbildung 3.32) erkennt man auch hier, dass beide Datensätze gut miteinander 

korrelieren. 
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Abbildung 3.32: Neutralzuckerzusammensetzung des partialhydrolysierten AGPs nach der 
Acetylierungs- bzw- Methylierungsanalyse. 
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3.2.4.4. Analyse der PMAAs des uronsäurereduzierten und 

partialhydrolysierten AGPs 
 

Eine Probe AGP wurde einer Uronsäurereduktion unterzogen. Nach der 

Uronsäurereduktion wurden durch eine milde Säurehydrolyse die labilen Bindungen 

im Kohlenhydratanteil des AGPs gespalten. Dadurch können Aussagen über die 

Positionen der Glucuronsäuren im AGP getroffen werden. 
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Abbildung 3.33: Gaschromatogramm der PMAAs des uronsäurereduzierten und 
partialhydrolysierten AGPs 

 

Im Chromatogramm (siehe Abbildung 3.33) erkennt man erneut die Abwesenheit der 

Arabinose, die bei der milden Säurehydrolyse abgespalten worden sein muss. 

Erkennbar ist auch der Peak der terminalen Glucuronsäure. Nach quantitativer 

Auswertung zeigt sich, dass neben einem Uronsäureanteil von circa 10% fast der 

gesamte Polysaccharidanteil von Galactose ausgemacht wird (siehe Tabelle 3.21). 
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Zucker Gehalt in % (mol/mol) 

1-Ara(f) tr 

1,5-Ara(f) - 

1,3-Ara(f) tr 

1,3,4-Ara(p) - 

1-Gal(p) 23,5 

1,3-Gal(p) 19,0 

1,4-Gal(p) 2,8 

1,6-Gal(p) 26,7 

1,3,6-Gal(p) 15,9 

1,6-Man(p) tr 

1GlcA(p) 9,8 

Tabelle 3.21: Gehalt (mol/mol) der identifizierten PMAAs im uronsäurereduzierten und 
partialhydrolysierten AGP; tr = traces <2% 

Nach der Addition der einzelnen Zuckerfraktionen wird dieses Bild noch deutlicher 

(siehe Tabelle 3.22). Nach der Reduktion und der Partialhydrolyse besteht der 

Polysaccharidanteil des AGPs fast ausschließlich aus Galactose und Glucuronsäure. 

Zucker Gehalt in % (mol/mol) 

Arabinose tr 

Galactose 87,9 

Glucuronsäure 9,8 

Mannose tr 

Xylose - 

Tabelle 3.22: Summe der jeweils identifizierten Zucker der PMAAs des uronsäurereduzierten 
und partialhydrolysierten AGPs. tr = traces <2% 
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3.2.4.5. Vergleich der Methylierungsanalysen des AGPs bzw. seiner 

Fraktionen 

 
Abbildung 3.34: Vergleich der Chromatogramme der PMAA-Analysen 
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Abbildung 3.34 zeigt von oben nach unten das native AGP, das uronsäurereduzierte 

AGP, das partialhydrolysierte AGP und das uronsäurereduzierte und 

partialhydrolysierte AGP. Die farbigen, durchnummerierten Balken kennzeichnen 

die relevanten PMAAs, die als folgende Zucker identifiziert werden konnten: 

 1: 1-Araf 

 2: 1,5-Araf 

Die Arabinosen fehlen in den unteren beiden Chromatogrammen der 

partialhydrolysierten Proben fast vollständig. 

 3: 1-GlcAp 

Die Glucuronsäure ist nur in den uronsäurereduzierten Proben identifizierbar. Der 

Gehalt im AGP liegt bei 7,3% (mol/mol). 

 4: 1-Galp 

 5: 1,3-Galp 

 6: 1,4-Galp 

 7: 1,6-Manp 

 8: 1,6-Galp 

 9: 1,3,6-Galp 

Vergleicht man die Ergebnisse der Analysen der PMAAs des uronsäurereduzierten 

AGPs mit denen des uronsäurereduzierten und partialhydrolysierten AGPs, so wird 

deutlich, dass durch die milde Säurehydrolyse die Arabinose vom Kohlenhydrat-

Anteil abgespalten wird. Diese Spaltung hat jedoch keine Auswirkung auf den 

Gehalt an Uronsäuren. Sie liegen also nicht an die Arabinose gebunden vor. 

Besonders auffällig ist zusätzlich, dass eine Zunahme von 1-Galp und 1,6-Galp zu 

verzeichnen ist, der Gehalt an 1,3,6-Galp jedoch abnimmt. 
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Abbildung 3.35: Vergleich der PMAA-Zusammensetzung des AGPs bzw. seiner Fraktionen 

Zum besseren Vergleich wurden die Mengen der einzelnen Zuckerarten aufaddiert 

und gegenübergestellt (siehe Abbildung 3.35, Tabelle 3.23). 

 Natives AGP Uronsäure-
reduziertes 

AGP 

Partial-
hydrolysiertes 

AGP 

Uronsäure-
reduziertes 
und partial-

hydrolysiertes 
AGP 

1-Ara(f) 30,6 26,1 4,5 tr 
1,5-Ara(f) 11,2 9,9 - - 
1-Gal(p) 5,3 4,3 23,0 23,5 

1,3-Gal(p) 14,0 11,4 18,9 19,0 
1,4-Gal(p) 2,6 2,6 2,5 2,8 
1,6-Gal(p) 8,5 10,0 31,0 26,7 

1,3,6-Gal(p) 21,9 23,8 18,1 15,9 
1,6-Man(p) 2,6 2,7 2,0 tr 
1GlcA(p) nd 7,3 nd 9,8 
Sonstige 3,3 tr - 2,3 

Tabelle 3.23: Werte der PMAA-Zusammensetzung des AGPs bzw. seiner Fraktionen. nd = nicht 
detektiert, tr = traces <2% 
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3.3. Charakterisierung des Proteinanteils 

Die meisten Arabinogalactan-Proteine bestehen aus bis zu 10% Protein, an welches 

die Zucker kovalent geknüpft sind (siehe 1.3.). Um den Proteinanteil näher zu 

charakterisieren, wurde zunächst der Kohlenhydratanteil vom Protein-Rückgrat 

durch eine saure Hydrolyse abgespalten. Die verbleibenden Aminosäuren wurden zu 

Phenylthiocarbamyl-Derivaten umgewandelt und per HPLC analysiert (Fa.Wita). Da 

beim AGP als HRGP Hydroxyprolin von besonderem Interesse ist, wurde zusätzlich 

eine photometrische Hydroxyprolinbestimmung nach Stegemann und Stalder 

durchgeführt, um die zuvor gewonnenen Ergebnisse zu bestätigen. Außerdem wurde 

eine alkalische Hydrolyse durchgeführt, die Polysaccharidbruchstücke erzeugte, an 

welche noch die für die kovalente Bindung verantwortliche Aminosäure geknüpft 

war. Hiermit lässt sich feststellen, welche Aminosäure für die Bindung des 

Kohlenhydratanteils verantwortlich ist. 

3.3.1. Aminosäurezusammensetzung des Proteinanteils des AGPs 

Die Analyse erbrachte folgende Zusammensetzung des Proteinanteils bei einer 

Ausbeute von 4,8% (g/g) Protein im AGP. 
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Abbildung 3.36: Aminosäurenzusammensetzung des Proteinanteils des AGPs (mol/mol) 
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Bei der HPLC-Analyse ergibt sich ein Hydroxyprolingehalt von 11,4% (mol/mol) 

bzw. 12,7% (g/g) im Proteinanteil des Radix-AGP. Der Proteinanteil des Wurzel-

AGPs besteht in erster Linie zu etwa gleichen Teilen aus Serin, Hydroxyprolin, 

Asparagin bzw. Asparaginsäure, Alanin, Glutamin bzw. Glutaminsäure und Glycin. 

Weitere Aminosäuren sind Threonin, Valin, Leucin und Isoleucin. Um den Gehalt an 

Hydroxyprolin zu bestätigen, wurde im Folgenden eine photometrische 

Hydroxyprolinbestimmung durchgeführt. 

3.3.2. Hydroxyprolinbestimmung 

Für die Kalibrierung wurde eine Verdünnungsreihe mit reinem Hydroxyprolin 

hergestellt und durch Zweifachmessung eine Kalibriergerade erstellt. Die Probe 

wurde vermessen und der Gehalt mittels der Gleichung der Kalibriergerade 

berechnet. Der Korrelationskoeffizient lag bei 0,9993. 
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Abbildung 3.37: Kalibriergerade der photometrischen Hydroxyprolin-Bestimmung mit 
eingetragenem Probenwert (rot) 
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2126,0
0275,0

2126,0
−= yx

Für die Probe ergab sich eine Absorption von 0,368. Nach x aufgelöst resultiert eine 

Geradengleichung der Kalibrierung von 

Es ergibt sich ein Wert von 1,60 µg/ml. Rechnet man die Verdünnungsschritte 

zurück, kommt man auf einen Gehalt von 64,06 µg Hydroxyprolin in den 

ursprünglich eingesetzten 10,0 mg AGP. Bei einem Proteingehalt von 4,8% (siehe 

HPLC-Analytik) im AGP kommt man so auf einen prozentualen Anteil von 13,4% 

Hydroxyprolin im Proteinanteil des AGP gegenüber dem Wert der HPLC-Analytik 

mit 12,7%. 

3.3.3. Alkalische Hydrolyse 
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Abbildung 3.38: Ergebnisse der Aminosäureanalytik der alkalischen Hydrolyse 

Nach der alkalischen Hydrolyse verbleibt Hydroxyprolin mit 34,6% (mol/mol) als 

dominierende Aminosäure. Daraus lässt sich schließen, dass die Polysaccharid-

Einheiten des AGPs hauptsächlich über Hydroxyprolin an das Protein gebunden 

vorliegen. Neben einem hohen Gehalt an Hydroxyprolin zeigen sich auch geringere 



33..  AANNAALLYYTTIISSCCHHEE  EERRGGEEBBNNIISSSSEE  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

93 

Mengen nahezu aller anderen Aminosäuren (siehe Abbildung 3.38), was eventuell 

darauf hindeutet, dass die Hydrolyse nicht vollständig war. 

3.5. Molekulargewichtsbestimmung 
 

Von zwei unabhängig voneinander gefällten AGPs aus dem aufgereinigten 

Retentatgemisch wurde das Molekulargewicht bestimmt. Die Messungen erfolgten 

im Abstand von circa 8 Monaten. Es wurde bei beiden Messungen jeweils eine 

Pullulan-Kalibriergerade von Pullulan-Standards mit bekannten Molekulargewichten 

ermittelt. Über die Kalibrierung konnte nun das Molekulargewicht des AGPs 

berechnet werden. 
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Abbildung 3.39: Kalibriergerade #1 von Pullulan-Standards, Auswertung über den MALLS-
Detektor 
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y = 0,942x + 0,246
R2 = 0,9908
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Abbildung 3.40: Kalibriergerade #2 von Pullulan-Standards, Auswertung über den MALLS-
Detektor 

Das ermittelte Molekulargewicht betrug in der ersten Messung 226 kDa, in der 

zweiten Messung 215 kDa.  
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4. Mikroskopische Lokalisierung der AGPs 

4.1. ELISA 

Um die Funktionalität der Antikörper gegen βGlcY für eine Immunlokalisierung zu 

testen, wurde ein ELISA durchgeführt. Hierbei wurden Verdünnungsreihen von AGP 

auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht und mit βGlcY komplexiert. Daraufhin wurde 

der Yariv-Antikörper in 2 Verdünnungen hinzupipettiert und mit Hilfe des 

Sekundärantikörpers detektiert. Die AGP-Konzentration sollte hierbei direkt 

proportional zur auftretenden Färbung sein. 
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Abbildung 4.1: Auswertung ELISA 

Die erhaltenen Kurven zeigen eine direkte Proportionalität der auftretenden 

Absorption zur Menge der eingesetzten AGPs (siehe Abbildung 4.1), wodurch 

gezeigt wird, dass der hergestellte Anitkörper in den verwendeten Konzentrationen 

gut an das Yariv-Reagenz bindet. 
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4.2. Immunlokalisierung der Arabinogalactan-Proteine 

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Immunlokalisierung der Arabinogalactan-

Proteine. Die Kenntnis über die Lokalisierung ermöglicht Diskussionsraum 

bezüglich potentieller Aufgaben der AGPs innerhalb der Pflanzen. In früheren 

Arbeiten anderer Autoren wurden AGPs mittels monoklonaler Antikörper, welche 

gegen sehr spezifische Epitope einzelner AGPs gerichtet sind, lokalisiert. Eine 

gleichzeitige Lokalisierung aller yarivbindenden AGPs im pflanzlichen Präparat war 

bisher nur in der Lichtmikroskopie mittels Yarivs-Reagenz möglich. 

4.2.1. Lokalisierung mittels polyklonaler Antikörper gegen AGP 

Zur Lokalisierung von AGPs in der Pflanze wurden Cryostatschnitte eines Blattstiels 

mit einer Schnittdicke von 10µm angefertigt, und diese zunächst mit polyklonalen 

Antikörpern gegen ein AGP aus Presssaft von Echinacea purpurea behandelt. Ein 

FITC-markierter Sekundärantikörper wurde zur Markierung der Anti-AGP-

Antikörper eingesetzt. 

 
Abbildung 4.2: Schaubild der Immunlokalisierung von AGPs mit Hilfe polyklonaler Antikörper 
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Zur Negativkontrolle wurde der polyklonale Antikörper gegen das AGP 

weggelassen. Die mikroskopischen Aufnahmen der Schnitte wurden mit einem 

Konfokalen Laser-Rastermikroskop angefertigt. Hierbei regt ein Laser in einer 

definierten Ebene des Cryostatschnittes das Fluorochrom an, welches nach der 

Färbung indirekt an das AGP gekoppelt vorliegt. Die emittierte Fluoreszenz kann 

aufgenommen werden. 

4.2.1.1. Mikroskopische Aufnahmen 

 
Abbildung 4.3: AGP-FITC-Markierung im Blattstiel von E. purpurea mittels polyklonaler 
Antikörper gegen AGP (Zentrale Mikroskopie, Universität Kiel). Links: 
Transmissionsaufnahme, Mitte: FITC-Anregung, Rechts: Overlay 

Abbildung 4.3 zeigt im linken Teil eine Transmissionsaufnahme, der mittlere 

Bereich zeigt die FITC-Anregung und im rechten Teil befindet sich ein Overlay aus 

den beiden anderen Bildern. Die Aufnahmen wurden von der Zentralen Mikroskopie 

der CAU Kiel angefertigt und zeigen, dass die Antikörper, die gegen ein Presssaft 

AGP generiert wurden, erwartungsgemäß an ein AGP im Blattstiel von Echinacea 

purpurea binden. Neben der Autofluoreszenz der Cuticula kam es in erster Linie zu 

einer Markierung im Bereich der Epidermis und der Rinde. Neben einer diffusen 

Markierung der Zellwand ist hier besonders der Bereich der Plasmamembran 

markiert. 
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4.2.2. Entwicklung einer neuen Methode zur Lokalisierung aller 

yarivbindenden AGPs mittels βGlcY und Antikörper gegen βGlcY 

Ziel war es, eine neue Methode zur Immunlokalisierung aller βGlcY-bindenden 

AGPs zu entwickeln, um die Verteilung aller AGPs im pflanzlichen Schnitt zu 

studieren. Abbildung 4.4 zeigt den angestrebten Versuchsaufbau. βGlcY bindet an 

die AGPs im pflanzlichen Präparat. Der hergestellte Antikörper gegen βGlcY (siehe 

2.3.1.) bindet an βGlcY und wird vom sekundären Anti-Kaninchen IgG Antikörper 

detektiert. Die Markierung mit FITC wird durch eine Anregung mit Laserlicht unter 

dem CLSM sichtbar gemacht. 

 
Abbildung 4.4: Schaubild der Immunlokalisierung von yarivbindenden AGPs mit Hilfe von 
βGlcY und einem Anti-βGlcY-Antikörper. 
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4.2.2.1. Kontrollen 

Es wurden bei jeder mikroskopischen Untersuchung Kontrollen angefertigt, um 

einerseits Autofluoreszenz ausschließen zu können und um andererseits die 

gelungene Markierung zu erkennen. Hierzu wurde zunächst die Kontrolle 

mikroskopiert. Die erhaltene Fluoreszenz konnte durch Verstärkung des Lasers 

intensiviert und der Laser so eingestellt werden, dass in der Negativkontrolle keine 

Autofluoreszenz sichtbar war. Diese Parameter wurden dann während der 

Untersuchungen beibehalten und die markierten Präparate konnten mikroskopiert 

werden. Zur Kontrolle, ob der polyklonale Antikörper gegen βGlcY unspezifisch an 

das Präparat bindet und so einen Angriffspunkt für den Detektorantikörper liefert, 

wurde während der ersten Negativkontrolle das βGlcY durch normalen Puffer 

ersetzt. Um ebenfalls auszuschließen, dass der Detektorantikörper unspezifisch an 

das Präparat oder an βGlcY bindet, wurde in einer zweiten Kontrolluntersuchung der 

polyklonale Antikörper gegen βGlcY durch Puffer ersetzt. Während dieser 

Kontrolluntersuchungen wurden folgende Aufnahmen gemacht. 

 

 
Abbildung 4.5: Negativkontrollen der Immunmarkierung 
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Abbildung 4.6 zeigt jeweils links eine Transmissionsaufnahme, mittig die FITC-

Anregung mit dem Laser des CLSMs und rechts ein Overlay der beiden Bilder. Im 

oberen Bild ist die Negativkontrolle gezeigt, in der das βGlcY durch Puffer ersetzt 

wurde (Skala = 100 µm), im unteren Bild wurde zur Kontrolle der polyklonale 

Primär-Antikörper mit Puffer ausgetauscht (Skala = 30 µm). Man erkennt keine oder 

nur sehr geringe Autofluoreszenz. Unspezifische Bindungen können somit 

ausgeschlossen werden. 

4.2.2.2. Konzentrationsfindung 

 

 

 
Abbildung 4.6: Ermittlung der optimalen Konzentration an βGlcY 
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Im zweiten Schritt der durchgeführten Untersuchungen wurden während der 

Immunmarkierungen verschiedene βGlcY-Konzentrationen eingesetzt, um die 

optimale Konzentration zu finden. Hierzu wurden Schnitte mit Yarivlösungen der 

Konzentrationen 200 µg/ml, 400 µg/ml, 1000 µg/ml und 1500 µg/ml behandelt. In 

den mikroskopischen Aufnahmen sieht man in der oberen Reihe die geringste 

Konzentration (Skala = 100 µm), in der mittleren Reihe wurde mit 400 µg/ml 

angefärbt (Skala = 20 µm) und in der unteren Reihe mit 1000 µg/ml (Skala = 

100 µm). Diese Konzentration stellte sich als zu hoch heraus, da die Waschschritte 

nicht ausreichten, um letzte Reste von βGlcY zu entfernen. Dies spiegelt sich in den 

klumpigen, FITC-markierten Bereichen der Aufnahmen wider. Bei den weiter 

durchgeführten Immunmarkierungen wurde fortan mit einer βGlcY-Konzentration 

von 400 µg/ml angefärbt. 

4.2.2.3. Mikroskopische Aufnahmen der Keimwurzel 

Ziel war es, die Verteilung der AGPs in einem sehr frühen Stadium der Wurzel zu 

bestimmen. 

 
Abbildung 4.7: Immunmarkierung der AGPs an einer siebentägigen Keimwurzel 

Die angezüchteten Keimlinge von E.purpurea waren am Hand-Mikrotom jedoch 

nicht zu schneiden. Auch die Cryostatschnitte der zarten, sieben Tage alten 

Keimwurzel waren sehr zerrissen, die Aufnahmen zeigen jedoch eine deutlich 

erhöhte AGP-Exprimierung im Bereich der ersten gebildeten Gefäße. Auch im 

Bereich der jungen Rhizodermis kann eine Markierung vermutet werden. 
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4.2.2.4. Mikroskopische Aufnahmen der sekundären Wurzel 

Die pflanzlichen Gewebe in Cryostatschnitten sind naturgemäß sehr zerrissen, was 

zu keinen aussagekräftigen Aufnahmen führte, da durch die Präparationsartefakte 

eine eindeutige Zuordnung der Immunmarkierung zu bestimmten Geweben oder 

Zellen respektive Zellbereichen nur schwer möglich war. Aus diesem Grund wurden 

Handschnitte am Mikrotom angefertigt. 

Wie bei den Abbildungen zuvor befindet sich im linken Teil der Aufnahmen die 

Transmissionsaufnahme, um den Ausschnitt des Pflanzenpräparats zu verdeutlichen. 

In der Mitte befindet sich jeweils die Aufnahme, in der der Laser das FITC des 

Sekundärantikörpers zur Fluoreszenz anregt. Im rechten Teil befindet sich ein 

Overlay beider Aufnahmen. 
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Abbildung 4.8.1: Bild 1-2 stellen Immunmarkierungen von AGPs in der sekundären Wurzel von 
Echinacea purpurea dar. pX = primäres Xylem, sX = sekundäres Xylem, MS = Markstrahl, 
a=Transmission, b=FITC-Anregung, c=Overlay 
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Abbildung 4.8.2: Bild 3-4 stellen Immunmarkierungen von AGPs in der sekundären Wurzel von 
Echinacea purpurea dar. Sk = Sklerenchym, Tr = Trachee bzw. Tracheide, Tk = Tüpfelkanäle, 
a=Transmission, b=FITC-Anregung, c=Overlay 
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Legende 

Abbildung 4.8.1 

Bild 1: Immunlokalisierung der AGPs in der sekundären Wurzel (Skala = 300 µm). 

 Querschnitt durch die gesamte Wurzel im Stadium des frühen sekundären 

 Dickenwachstums. Der Schnitt zeigt von außen nach innen das 

 Abschlussgewebe (Rhizo- oder Exodermis), Rinde, Endodermis, Perizykel 

 und Zentralzylinder mit heptarchem Leitbündel. Besonders im Bereich des 

 primären und sekundären Xylems (pX/sX) konnte eine hohe AGP-

 Konzentration festgestellt werden. Die Markierung des Abschlussgewebes 

 war auch in abgeschwächter Form in der Kontrolle zu beobachten, könnte 

 also zumindest zum Teil durch Autofluoreszenz bedingt sein. 

Bild 2: Ausschnittsvergrößerung aus Bild 1 (rot markiert, Skala = 60 µm). Im 

 Leitbündelbereich erkennt man eine deutliche Immunmarkierung  des 

 primären und sekundären Xylems (pX/sX). Hauptsächlich sind die Zellwände 

 der ausdifferenzierten Tracheen und Tracheiden und sklerenchymatischen 

Bereiche markiert. Des Weiteren ist eine schwache Markierung im 

parenchymatischen Bereich des Markstrahls erkennbar. 

Abbildung 4.8.2 

Bild 3: Ausschnittsvergrößerung aus Bild 2 (größerer roter Bereich, Skala = 30 µm). 

 In diesem Vergrößerungsbereich erkennt man Unterschiede in der 

 Immunmarkierung verschiedener Zelltypen. Bei Gefäßen und Tracheiden (Tr) 

erkennt man eine starke Markierung, die sich über die gesamte Zellwand 

 erstreckt. Im sklerenchymatischen Gewebe (Sk) ist der Bereich der 

 Mittellamelle markiert. Das Markstrahl-Parenchym zeigt eine Markierung an 

 der inneren Zellwand, wo die Plasmamembran zu vermuten ist. 

Bild 4: Ausschnittsvergrößerung aus Bild 2 (kleinerer roter Bereich, Skala = 20 µm). 

 Die Markierung der Tracheen und Tracheiden (Tr) taucht verstärkt im 

inneren Bereich der Zellwand auf. Des Weiteren erkennt man eine starke 

Markierung der Tüpfelkanäle; hier insbesondere im Bereich der 

Mittellamelle. 
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Abbildung 4.9: Vergrößerung der Abbildung 4.8.1, Bild 1b 

Abbildung 4.9 zeigt eine Vergrößerung der Abbildung 4.8.1, Bild 1b. Unter der 

Epidermis liegt das Rindenparenchym, welches durch eine primäre Endodermis nach 

innen hin begrenzt wird. Der Perizykel schließt den Zentralzylinder mit seinem 

heptarchen Leitbündel ein. Ausgehend vom Kambium hat hier bereits das sekundäre 

Dickenwachstum eingesetzt und man kann das primäre vom sekundären Xylem 

abgrenzen. Die deutlichste Immunmarkierung findet sich hier im Zentralzylinder. 

Die Rinde erscheint nur wenig markiert. In den Kontrollen konnte man eine leichte 

Fluoreszenz des Abschlussgewebes erkennen, welches mit seinen 

Suberineinlagerungen zur Autofluoreszenz neigt und somit als Artefakt der Methode 

gedeutet werden muss. 
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Abbildung 4.10: Vergrößerung der Abbildung 4.8.1, Bild 2b 

Abbildung 4.10 zeigt eine Vergrößerung der Abbildung 4.8.1, Bild 2b. Man erkennt 

aufgrund der stärkeren Vergrößerung eine Akkumulierung der AGPs in den 

Zellwänden der ausdifferenzierten Tracheen und Tracheiden. Eine Markierung der 

Tracheiden und der sklerenchymatischen Bereiche ist ebenfalls auszumachen. Eine 

leichte Markierung scheint außerdem im parenchymatischen Gewebe vorzuliegen, 

was bei dieser Vergrößerung jedoch schwer zu beurteilen ist. In anderen Bereichen 

scheint die Mittellamelle markiert zu sein. 
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Abbildung 4.11: Vergrößerung der Abbildung 4.8.2, Bild 3b 

Abbildung 4.11 zeigt eine Vergrößerung der Abbildung 4.8.2, Bild 3b. In Tracheen 

und Tracheiden ist die gesamte Zellwand markiert, was auf eine Rolle der AGPs bei 

der Ausdifferenzierung und beim sekundären Dickenwachstum hindeuten könnte. 

Auffällig ist ebenfalls die verstärkte Markierung im Bereich der inneren Zellwand 

hin zum Lumen, als sei die Zelle an der Grenze Zellwand-Lumen mit AGPs 

ausgekleidet. Da diese Markierung in den Kontrollen nicht auftaucht, handelt es sich 

hierbei auch nicht um ein Artefakt der Anfärbung. Diese Markierung erstreckt sich 

über die gesamte Zelle, in manchen Bereichen scheint sie besonders intensiv zu sein. 

Die Zellwände im sklerenchymatischen Bereich sind deutlich weniger stark markiert. 

Umso stärker ist in diesem Gewebe dafür die Markierung der Mittellamelle. Im 
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parenchymatischen Bereich sind die AGPs nur an der inneren Zellwand im Bereich 

der Plasmamembran lokalisiert. 

 
Abbildung 4.12: Vergrößerung der Abbildung 4.8.2, Bild 4b 

Abbildung 4.12 zeigt eine Vergrößerung der Abbildung 4.8.2, Bild 4b. In der 

stärksten Vergrößerung der Reihe wird ein weiteres interessantes Detail der 

Markierung der AGPs deutlich. So sind neben der hohen Konzentration an AGPs im 

Bereich der inneren Zellwand xylematisch verdickter Zellen auch die Tüpfelkanäle 

deutlich markiert. In der Zone der Mittellamelle, in der die Tüpfelkanäle zweier 

benachbarter Zellen aufeinandertreffen, ist ebenfalls eine verstärkte Markierung zu 

beobachten. 
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Abbildung 4.13: Die Bilder zeigen einen Ausschnitt aus dem xylematischen Gewebe (Skala links 
= 20 µm, rechts = 10 µm). Die Immunmarkierung zeigt ein ähnliches Bild wie zuvor. Sekundär 
verdickte Wände sind komplett markiert mit einer verstärkten Markierung im inneren Bereich 
der Zelle im Bereich der einstigen Plasmamembran. Die Markierung zeigt sich verstärkt an der 
Innenseite der Zellwand und zieht sich bis in die Tüpfelkanäle hinein. Sk = Sklerenchym, iZ = 
innere Zellwand, Tk = Tüpfelkanäle 
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Abbildung 4.14: Eine weitere Vergrößerung vermutlich tracheidaler Elemente (Skala = 7 µm). 
Auch hier erkennt man den charakteristischen Saum verstärkter Markierung an der inneren, 
sekundär verdickten Zellwand. Die Tüpfel sind ebenfalls stark markiert mit einer besonders 
intensiven Markierung im Bereich der Mittellamelle. Tk = Tüpfelkanal, ML = Bereich der 
Mittellamelle
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5. Sonstige Ergebnisse 

5.1. Geldiffusionstest 

Mit dem aufgereinigten AGP wurde ein Geldiffusionstest durchgeführt. In die 

mittlere Kavität wurden 20 µl Yariv-Lösung (1 mg/ml) einpipettiert, in die Kavitäten 

links je 20 µl der AGP-Lösung (1 mg/ml) und in die Kavitäten rechts je 20µl einer 

höher konzentrierten AGP-Lösung (5 mg/ml). Nach 24 h Inkubation haben sich 

konzentrationsabhängig deutliche Präzipitationsbanden aus AGP-Yariv-Komplex 

gebildet (siehe Abbildung 5.1). 

 
Abbildung 5.1: Geldiffusionstest AGP (1mg/ml respektive 5mg/ml) gegen Yariv-Lösung 
(1mg/ml) 

Die Präzipitationsbanden gegen das niedriger konzentrierte AGP auf der linken Seite 

sind deutlich schwächer ausgeprägt als die Banden auf der rechten Seite. Der 

Abstand zur Yariv-Kavität ist bei der niedrigeren AGP-Konzentration deutlich 

größer, da die Fällung bevorzugt bei gleicher Konzentration von Yariv und AGP 

stattfindet. 
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5.2. Antioxidative Kapazität 

Zur Ermittlung der antioxidativen Kapazität des AGPs wurden Verdünnungsreihen 

von Trolox hergestellt und diese an zwei aufeinander folgenden Tagen vermessen. 

Die resultierende Färbung verhält sich dabei umgekehrt proportional zur eingesetzten 

Trolox-Konzentration, da Trolox die Oxidation zum grün gefärbten ABTS+-Kation 

hemmt. Folgende Absorptionen wurden gemessen: 

Trolox mmol/L Tag A Tag B 

0,000 1,085 0,994 

0,175 0,923 0,855 

0,375 0,715 0,616 

0,500 0,595 0,491 

0,750 0,275 0,230 

Tabelle 5.1: Erstellung der Trolox-Kalibrierreihen, Absorption bei 734 nm. 

Es ergeben sich folgende Kalibriergeraden: 

TEAC-Wert

y = -1,0723x + 1,1046
R2 = 0,995

y = -1.038x + 1.0106
R2 = 0.9973
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Abbildung 5.2: Kalibriergeraden zur Ermittlung des TEAC-Wertes 
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Zu der Untersuchungslösung wurden die beiden AGP-Lösungen (jeweils zweimal) 

gegeben und die Absorptionen an Tag A und Tag B gemessen. Es ergaben sich 

folgende Werte: 

Probe mittlerer Messwert 

AGP 1 mg/ml, Tag A 0,7518 

AGP 3 mg/ml, Tag A 0,26 

AGP 1 mg/ml, Tag B 0,633 

AGP 3 mg/ml, Tag B 0,149 

Tabelle 5.2: mittlere Absorption des ABTS+-Kations unter AGP-Zusatz bei 734 nm 

Daraus resultieren als Trolox-Äquivalente 

Probe TEAC 

AGP 1 mg/ml, Tag A 0,33 

AGP 3 mg/ml, Tag A 0,79 

AGP 1 mg/ml, Tag B 0,36 

AGP 3 mg/ml, Tag B 0,83 

Tabelle 5.3: TEAC des AGPs 

Aufgrund dieser Ergebnisse kann man sagen, dass das AGP über keine nennenswerte 

antioxidative Kapazität verfügt (zum Vergleich: Grüner Tee bewegt sich im Bereich 

TEAC 6-9), was auch als Nachweis für die Reinheit des AGPs in Bezug auf 

phenolische Pflanzeninhaltsstoffe angesehen werden kann. 
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6. Diskussion 

Wie bereits einleitend erwähnt, verursachen Erkältungskrankheiten immense Kosten. 

Ein volkstümliches Sprichwort besagt bereits, dass eine medikamentenbehandelte 

Erkältung sieben Tage und ohne Medikamente eine Woche dauere. Dies bringt zum 

Ausdruck, dass ein wirksames Mittel zur Prävention von Erkältungskrankheiten auch 

in den Augen der Bevölkerung fehlt. Pflanzliche Präparate mit immunstimulierender 

Wirkung sind auf dem Markt daher sehr gefragt, sei es, weil „pflanzlich“ häufig mit 

„gesund“ assoziiert wird oder weil in einer breiten Bevölkerungsschicht noch immer 

eine gewisse Angst vor chemisch klar definierten Arzneimitteln vorherrscht. 

Betrachtet man die auf dem Markt befindlichen pflanzlichen Immunstimulantien, so 

sind in einer Vielzahl von Präparaten Extrakte beziehungsweise Presssäfte von 

Echinacea vorhanden, was zweifelsohne auf den volksmedizinischen Hintergrund 

der Pflanze zurückzuführen ist, wie es bei pflanzlichen Präparaten oft der Fall ist. 

Auch wissenschaftlich steht Echinacea schon seit einiger Zeit im Fokus zahlreicher 

Untersuchungen, um durch Evidenz-basierte medizinische Erkenntnisse die 

Wirksamkeit der Pflanze zu be- oder zu widerlegen. Auf der Suche nach den 

Inhaltsstoffen mit einer Wirkung auf das Immunsystem liegt, je nach Arbeitsgruppe, 

der Schwerpunkt der Untersuchungen entweder auf den niedermolekularen 

Inhaltsstoffen oder auf der hochmolekularen Fraktion. Diese Arbeit beschäftigte sich 

mit einer hochmolekularen Glykoproteinfraktion, deren Beschaffenheit im 

Folgenden diskutiert werden soll. Zunächst wird dabei näher auf die Struktur 

eingegangen, danach werden die Lokalisierung der AGPs innerhalb der Pflanze und 

die damit in Verbindung stehenden potentiellen Funktionen diskutiert. 
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6.1. Isolierung und Charakterisierung des Arabinogalactan-Proteins 

6.1.1. Isolierung des Arabinogalactan-Proteins 

Aus Echinacea purpurea wurden bereits mehrere hochmolekulare Fraktionen näher 

charakterisiert. Dabei handelte es sich häufig um Inhaltsstoffe aus oberirdischen 

Teilen der Pflanze, aus dem Presssaft der Pflanze oder um Inhaltsstoffe, die in 

Zellkulturen in das Medium abgegeben wurden (siehe 1.2.) und naturgemäß als 

mannigfaltiges Substanzgemisch vorliegen. Die erste Aufgabe war also die 

Isolierung der gewünschten wasserlöslichen Polysaccharid-/Glykoprotein-Fraktion. 

Durch die wässrige Extraktion konnten bereits im Vorfeld alle lipophilen 

Bestandteile abgetrennt werden. Nach der Filtration blieb ein tiefbrauner Extrakt mit 

würzigem Geruch zurück, in dem nieder- und hochmolekulare hydrophile 

Substanzen vorlagen. Der Extrakt wurde nun erhitzt, um die Proteine, welche sich in 

dem Extrakt befanden, zu denaturieren. Die Tatsache, dass die Arabinogalactan-

Proteine, welche bis zu 10% aus Protein bestehen, nicht von der Hitze-Denaturierung 

betroffen sind, wird einer schützenden Funktion der sterisch großen 

Kohlenhydratreste zugesprochen, die das kovalent gebundene Protein-Rückgrat vor 

einer Denaturierung bewahrt. 

Die gefällten Proteine wurden abzentrifugiert und der Extrakt, der nun noch sowohl 

niedermolekulare als auch hochmolekulare, hydrophile Bestandteile enthielt, wurde 

einer Tangentialflussfiltration unterzogen. Bei der Tangentialflussfiltration strömt die 

zu filtrierende Flüssigkeit quer an einer Membran mit einer definierten Porengröße 

vorbei. Durch die Querströmung wird ein Verstopfen der Poren weitgehend 

verhindert, wodurch sich das Verfahren besonders zur Filtration von Flüssigkeiten 

mit einem hohen Gehalt an Trüb- und Schwebstoffen eignet. Das Filtrat, welches die 

Anlage verlässt, enthält - je nach Porengröße - die niedermolekularen Bestandteile 

des Extraktes. Die hochmolekularen Inhaltsstoffe werden im Retentat deutlich 

aufkonzentriert. Letzte niedermolekulare Bestandteile wie Mono- und kleinere 

Oligosaccharide werden bei der folgenden Dialyse gegen Aqua dem. entfernt. Es 

blieb die hochmolekulare Fraktion zurück, die gefriergetrocknet wurde. Die 

Retentate der auf diese Art hergestellten Extrakte wurden vereinigt. Sie enthielten 

unter anderem die Trüb- und Schwebstoffe, die bei der ersten Filtration zur Trennung 

von Extrakt und Drogenrückstand nicht abgetrennt wurden und schließlich bei der 
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Tangentialflussfiltration im Retentat aufkonzentriert wurden. Durch eine 

Zentrifugation wurden diese Trüb- und Schwebstoffe daher aus der wasserlöslichen 

Fraktion entfernt. Der klare Überstand wurde nun eingesetzt, um daraus das AGP zu 

isolieren. 

Hierzu wurde das synthetische Phenylglycosid (β-D-Glc)3 Yariv-Phenylglycosid 

eingesetzt, das spezifisch an Arabinogalactanproteine bindet und diese präzipitiert. 

Der genaue Mechanismus, wie und warum βGlcY mit den Arabinogalactan-

Proteinen wechselwirkt, ist noch weitgehend unbekannt. Als sicher gilt, dass βGlcY 

in wässriger Lösung Komplexe aus bis zu 50 Molekülen bildet, die sich durch die 

planare Struktur des Phenylglycosids geldrollenartig aufeinanderstapeln (Woods et 

al., 1978). Bekannt ist außerdem, dass nicht alle Zucker am Phenylrest des Yariv-

Reagenzes zu einer Bindung an AGPs führen (siehe 1.3.3.). Grundsätzlich gelten hier 

als Voraussetzungen die β-Verknüpfung von D-Zuckern oder die α-Verknüpfung von 

L-Zuckern, sowie die para-Stellung der Diazo-Gruppe des Phenylrestes. Auch ist die 

strukturelle Voraussetzung des AGPs nicht vollständig geklärt, welche dazu führt, 

dass es von βGlcY reversibel komplexiert werden kann. So verliert ein AGP nach 

Abspaltung peripherer Zuckerreste einen Großteil der Präzipitationsfähigkeit durch 

βGlcY (Komalavilas et al., 1991). Im Gegensatz dazu wird ein AGP nach 

Abspaltung eines Großteils des Protein-Rückgrats weiterhin von βGlcY präzipitiert 

(Gleeson und Jermyn, 1979). Die Kombination dieser Ergebnisse lässt die 

Rückschlüsse zu, dass dieser synthetische „AGP-Antikörper“ periphere Zuckerreste 

als Epitope besitzt. Dagegen stehen Untersuchungen, die besagen, dass ein AGP aus 

Gladiolus gandavensis nach der enzymatischen Abspaltung terminaler Arabinosen 

die Präzipitationsfähigkeit durch Yariv behält (Gleeson und Clarke, 1979) und ein 

AGP aus Acacia senegal nach einer alkalischen Hydrolyse, welche das Protein-

Rückgrat abspaltet, aber die glykosidischen Bindungen intakt lässt, die 

Reaktionsfähigkeit mit Yariv verliert (Akiyama et al., 1984). Die strukturelle 

Voraussetzung der reversiblen Bindung von βGlcY an AGP ist also bisher ebenfalls 

nicht geklärt. Die Untersuchungen lassen aber zumindest auf eine Beteiligung 

sowohl des Protein-Rückgrats als auch des Kohlenhydrat-Anteils schließen. Nach der 

Fällung der AGPs durch das βGlcY konnte die reversible Bindung durch Zugabe von 

Natriumdithionit gespalten werden. Es schloss sich eine Dialyse an, durch die 
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überschüssiges βGlcY und Natriumdithionit entfernt werden konnte. Das gelöste 

AGP wurde gefriergetrocknet und konnte weiter analysiert werden. 

Der Gehalt an AGP in der Wurzel ist, verglichen mit den Ausbeuten aus 

oberirdischen Teilen oder aus Zellkulturen, relativ gering, wie Tabelle 6.1 

verdeutlicht. 

Pflanze + Material AGP-Ausbeute % (m/m) 

Echinacea purpurea 
Wurzel 0,13 

Echinacea purpurea 
Presssaft oberirdischer 

Teile 
0,40 

Echinacea purpurea 
Zellkulturmedium 0,40-0,80 

Tabelle 6.1: Vergleich der Ausbeuten von AGP verschiedener Ausgangsmaterialien 

 
 
6.1.2. Charakterisierung und Struktur des Arabingalactan-Proteins 

Vergleicht man die Zuckerzusammensetzung des AGPs aus der Wurzel von 

Echinacea purpurea mit anderen AGPs aus Echinacea, die in der Literatur 

beschrieben wurden (Classen et al., 2000; Classen, 2007; Thude und Classen, 2005), 

so fallen große Ähnlichkeiten auf. 



66..  DDIISSKKUUSSSSIIOONN  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  

119 

0

10

20

30

40

50

60

70

Echinacea purpurea (Wurzel) Echinacea purpurea (Zellkultur) Echinacea purpurea (Kraut) Echinacea pallida (Wurzel)

Fraktion

%
 m

/m

Ara Gal Glc Man Rha Xyl Fuc GlcA  
Abbildung 6.1: Vergleich der Zuckerzusammensetzung des untersuchten AGPs zu anderen 
AGPs 

Die AGPs von Echinacea purpurea ähneln sich untereinander sehr stark in ihrer 

Zuckerzusammensetzung mit dem Unterschied, dass das AGP aus der Zellkultur 

einen leicht erhöhten Uronsäuregehalt hat. Das AGP aus Echinacea pallida ist 

ebenfalls sehr ähnlich zusammengesetzt und unterscheidet sich vom untersuchten 

AGP nur marginal in ihrem Gehalt an den Monosacchariden (siehe Abbildung 6.1) 

6.1.2.1 Charakterisierung des Kohlenhydratanteils 

Die Bindungstypanalyse ermöglichte einen Einblick in die genauere strukturelle 

Zusammensetzung des AGPs (siehe 3.2.4.5.). So zeigte das native AGP einerseits 

einen hohen Gehalt an 1,3-Galactose, 1,6-Galactose und 1,3,6-Galactose sowie 

andererseits einen hohen Gehalt an terminaler und 1,5-verknüpfter Arabinose. Durch 

die durchgeführte Partialhydrolyse, bei der bevorzugt labile glykosidische Bindungen 

gespalten werden, wurde der Gehalt an Arabinose um circa 40% auf 4,5% (mol/mol) 

reduziert. Im hochmolekularen mit Ethanol fällbaren Rückstand verblieb 

hauptsächlich Galactose mit einem Gehalt von 93,5% (mol/mol, siehe 3.2.4.3.). 

Durch diese Tatsache lässt sich schlussfolgern, dass die Arabinose vornehmlich 

peripher in Seitenketten gebunden ist, das Rückgrat des Kohlenhydratanteils also aus 
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alternierenden 1,3-Galactose und 1,3,6-Galactose-Einheiten aufgebaut ist, von dem 

wiederum Seitenketten aus 1,6-Galactose und 1,3,6-Galactose-Einheiten abgehen, an 

denen terminale Arabinose beziehungsweise Arabinose-Oligosaccharide gebunden 

sind. Die Uronsäurereduktion mit anschließender massenspektrometrischer 

Untersuchung zeigte einen Gehalt an Glucuronsäure von 7,3% (mol/mol). Möchte 

man eine Aussage zur Lokalisierung der Uronsäuren innerhalb des Kohlenhydrat-

Anteils treffen, bietet sich eine Kombination aus Uronsäurereduktion und milder 

Säurehydrolyse an. Wenn der Gehalt an Uronsäuren nach der Analytik per GC/MS 

verglichen mit einer Probe, die nicht hydrolysiert wurde, abnimmt, ist dies ein 

Hinweis darauf, dass die Uronsäuren im AGP an Arabinose gebunden vorliegen. Die 

durchgeführte Analyse zeigte jedoch keine Abnahme im Uronsäuregehalt. Die 

enthaltenen Uronsäuren sind also nicht peripher an Arabinose gebunden, sondern 

müssen mit Galactose verknüpft sein. 

Die Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass es sich bei dem 

Kohlenhydratanteil des βGlcY-gefällten AGPs um Typ-II Arabinogalactane handelt 

(Aspinall, 1982). Bei dieser Klassifizierung liegt ein 1,3-Galactose / 1,3,6-Galactose-

Rückgrat vor, das 1,6-Galactose-Seitenketten mit terminaler Arabinose trägt. Der 

hohe Gehalt an 1,5-Arabinose sowie das Vorkommen terminaler Glucuronsäure sind 

auffällig für das hier isolierte Echinacea-AGP. Die 1,5-verknüpfte Arabinose wird in 

der Regel mit neutralen Arabinanen assoziiert (Willats et al., 2001), wurde aber 

bereits ebenfalls in anderen AGPs, zum Beispiel aus Acacia senegal (Mollard und 

Basile, 2000) Physcomitrella patens (Lee et al., 2005) oder Pinus radiata (Putoczki 

et al., 2007) gefunden. Vergleicht man die AGPs der Wurzel von Echinacea 

purpurea mit AGPs der oberirdischen Teile von Echinacea purpurea (Classen et al., 

2000) und der Wurzeln von Echinacea pallida (Thude and Classen, 2005), so fällt 

auf, dass die Zusammensetzung des Kohlenhydratanteils in allen AGPs sehr ähnlich 

ist. Das Ara:Gal-Verhältnis der E. pallida Wurzeln und der E. purpurea Wurzeln ist 

mit 1:1,4 identisch. Auch das Ara:Gal-Verhältnis der oberirdischen Teile von E. 

purpurea ist ähnlich. Alle drei AGP-Fraktionen sind durch die typische 

Zusammensetzung eines Typ-II AGs charakterisiert, alle drei besitzen außerdem 

einen ähnlich hohen Gehalt an Uronsäuren und 1,5-Arabinose. Betrachtet man die 

Peripherie von AGPs, so wird in der Literatur eine große Bandbreite von möglichen 

Zuckermodifikationen beschrieben. So können in den Seitenketten L-Fucose, L-
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Rhamnose, D-Xylose und andere Zucker vorliegen (Clarke et al., 1979, Nothnagel, 

1997). Auch wurden große Mengen an terminaler 3-O-Methyl-L-Rhamnose in 

Physcomitrella patens beschrieben (Fu et al., 2007). In dem untersuchten AGP 

konnten diese Modifikationen aber ebenso wenig gefunden werden wie in den AGPs 

der oberirdischen Teile respektive den AGPs aus E. pallida. Die Ähnlichkeiten der 

AGPs aus den verschiedenen Echinacea-Arten könnten durchaus gattungsbedingt 

sein. Innerhalb der Gattung treten hier augenscheinlich auch große Ähnlichkeiten 

von Organ zu Organ auf. Solche Ähnlichkeiten können durchaus auch von 

taxonomischem Interesse sein (Knox, 1997). Isoliert man AGPs aus 

Suspensionskulturen von E. purpurea durch βGlcY-Präzipitation, so erkennt man 

innerhalb der Zusammensetzung der Neutralzuckeranalyse ebenfalls eine große 

Übereinstimmung. Betrachtet man jedoch die Analyse der Bindungstypen der 

einzelnen Zucker, so fallen Diskrepanzen zwischen den AGPs auf, die sich in erster 

Linie in der im Zellkultur-AGP nur in Spuren auftretenden 1,5-Arabinose 

widerspiegeln. 

Generiert man polyklonale Antikörper gegen AGPs aus dem Kraut von E. purpurea, 

die gegen ein Epitop mit Arabinose-Resten gerichtet sind, zeigen diese nur eine 

äußerst geringe Reaktivität gegen AGPs aus Zellkulturen im ELISA, was die 

Ergebnisse aus der Bindungstyp-Analyse untermauert (Classen et al., 2005). In der 

Suspensionskultur werden große Mengen AGP in das Medium sekretiert. Dass sich 

die Unterschiede in deren Aufbau mit einer modifzierten Biosynthese des AGPs in 

der Zellkultur, verglichen mit der Biosynthese des AGPs in der Pflanze, erklären 

lässt, bleibt Spekulation. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass gerade die Unterschiede 

in den Seitenketten der AGPs in Zusammenhang mit ihren biologischen Funktionen 

stehen. 

Alles in allem erkennt man an den Ergebnissen, dass die untersuchten Glykoproteine 

die drei wesentlichen Kriterien eines AGPs erfüllen. Sie besitzen ein Hydroxyprolin-

reiches Protein-Rückgrat, an das kovalent Typ-II-AG-Ketten geknüpft sind. 

Außerdem besitzen sie die Fähigkeit, reversibel an βGlcY zu binden. 
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Strukturvorschlag 

Aus den oben gezeigten Resultaten lassen sich folgende Überlegungen für einen 

Strukturvorschlag des Polysaccharid-Teils des AGPs ableiten. 

 Die Partialhydrolyse entfernt einen Großteil der Arabinose, die peripher 

gebunden ist. 

 Der Gehalt an Glucuronsäure nimmt durch die Partialhydrolyse nicht ab, die 

Glucuronsäure ist also nicht peripher an Arabinose, sondern terminal an die 

1,6-Galactose-Seitenketten gebunden.  

 1,6-Mannose nimmt nur eine sehr untergeordnete Rolle im AGP ein. Der 

Gehalt nimmt nach der Partialhydrolyse nicht ab, sondern bleibt über alle 

Fraktionen hinweg nahezu konstant. Es ist anzunehmen, dass in den 

1,6-Galactose-Seitenketten die Galactose in seltenen Fällen durch eine 1,6-

Mannose ersetzt ist. 

 Der Gehalt an 1,3,6-Galactose nimmt bei der Partialhydrolyse ab. Die 

entfernten Arabinosen sind also aller Wahrscheinlichkeit nach an diese 1,3,6-

Galactose gebunden. Da nach der Partialhydrolyse der Gehalt an 1,6-

Galactose stärker zunimmt als der Gehalt an 1,3-Galactose, liegt die 

Vermutung nahe, dass die Arabinosen bevorzugt an C3 der Galactose-

Seitenketten gebunden vorliegen. 

 Der Kohlenhydratanteil besteht aus AG-Ketten vom Typ II, das Rückgrat des 

Kohlenhydrats besteht also aus 1,3-Galactose mit intermittierenden 1,3,6-

Galactose Einheiten, von denen wiederum 1,6-Galactose-Einheiten als 

Verzweigungen abgehen, in denen auch 1,3,6-Galactose vorkommt, an denen 

die labilen Arabinose-Seitenketten sitzen. 
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Durch Berücksichtigung dieser Überlegungen und unter Einbeziehung der molaren 

Verhältnisse lässt sich folgender Strukturvorschlag ableiten, welcher auf das „Wattle 

Blossom“-Modell zutreffen würde.  

3Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp1 
  6    6    6    6 
  ↑    ↑    ↑    ↑ 
  1    1    1    1 

Araf 1→3 Galp    Manp    Galp    Galp 
5  6    6    6    6 
↑  ↑    ↑    ↑    ↑ 
1  1    1    1    1 

Araf  Galp  Araf 1→3 Galp  Araf 1→3 Galp  Araf 1→3 Galp 
  6  5  6    6  5  6 
  ↑  ↑  ↑    ↑  ↑  ↑ 
  1  1  1    1  1  1 
  Araf  Araf  GlcAp    Araf  Araf  GlcAp 
               
               

Abbildung 6.2: Strukturvorschlag eines Ausschnittes des Polysaccharidteils, basierend auf den 
molaren Verhältnissen der einzelnen Zuckerbausteine 

Dieses Modell erscheint wahrscheinlicher als das „Twisty-hairy-rope“-Modell, da 

weder Rhamnose noch zweifach verknüpfte Uronsäuren gefunden wurden (Gaspar, 

2001). Eine weitere Möglichkeit wäre ein modifiziertes „Wattle Blossom“-Modell 

mit kleineren Oligoarabinan-Seitenketten am 1,3-Galactose Grundgerüst, welches für 

andere AGPs bereits beschrieben wurde (Showalter, 2001). 

 

3Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp 1→3 Galp1 
  6    6    6    6 
  ↑    ↑    ↑    ↑ 
  1    1    1    1 

Araf 1→3 Galp    Araf  Araf 1→3 Galp    Araf 
  6    5    6    5 
  ↑    ↑    ↑    ↑ 
  1    1    1    1 
  Galp    Araf    Manp    Araf 
  6    5    6     
  ↑    ↑    ↑     
  1    1    1     

Araf 1→3 Galp    Araf  Araf 1→3 Galp     
  6        6     
  ↑        ↑     
  1        1     
  Galp        Galp     
  6        6     
  ↑        ↑     
  1        1     
  GlcAp        GlcAp     

Abbildung 6.3: Variante des Strukturvorschlags eines Ausschnittes des Polysaccharidanteils, 
basierend auf den molaren Verhältnissen der einzelnen Zuckerbausteine 
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Beide Varianten erscheinen möglich. Der Gehalt an 1,3-Galactose nimmt nach der 

Partialhydrolyse leicht und der Gehalt an 1,6-Galactose etwa doppelt so stark zu. Ein 

Teil der Arabinose muss also über 1,3,6-Galactose an der 1,3-Galactose 

Grundstruktur gebunden vorliegen. Pro Bindung dieses Typs treten im Vergleich 

zwei Bindungen in den 1,6-Galactose-Seitenketten über 1,3,6-Galactose auf. Dies 

spricht für einen Aufbau des AGPs, wie er in Abbildung 6.3 dargestellt ist. Zur 

genaueren Aufklärung könnten hier neu geklonte Enzyme wie exo-β-1,3-

Galactanasen oder endo-β-1,6-Galactanasen beitragen, die bereits zur Degradierung 

und damit zur Strukturaufklärung von AGPs eingesetzt wurden (Ichinose et al., 

2008). 
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6.1.2.2. Charakterisierung des Proteinanteils 

Die Analyse der Aminosäure-Zusammensetzung zeigt hohe Mengen an Glx, Hyp, 

Asx, Ser, Thr, Ala und Gly. Zur Gehaltsbestimmung der Aminosäuren wurde das 

Protein sauer hydrolysiert, was eine Transformation von Gln zu Glu und von Asn zu 

Asp nach sich zog. Daher ist es nicht möglich zu entscheiden, welche der beiden 

Aminosäuren im nativen Protein vorlag. Klassische AGPs zeichnen sich durch einen 

hohen Gehalt an Hyp, Ala, Ser, Thr und Gly im Protein aus (Showalter, 2001; 

Johnson et al., 2003). In mehreren Literaturstellen finden sich Angaben darüber, dass 

Hyp verantwortlich für die Bindung zwischen Protein und den AG-Einheiten ist, 

wobei es sich um eine O-glykosidische Bindung handelt (Bacic et al., 2000). Die 

alkalische Hydrolyse deutet darauf hin, dass auch im untersuchten AGP ein Großteil 

der Protein-Zucker-Verknüpfung durch Hydroxyprolin bedingt ist, da der Gehalt an 

Hydroxyprolin stark ansteigt. Es kann allerdings auch nicht ausgeschlossen werden, 

dass das Kohlenhydrat zum Teil über Serin oder Threonin gebunden ist (Tan et al., 

2003) oder eine N-glykosidische Bindung über Asn vorliegt (Volk et al., 2007). Die 

Detektion nahezu aller Aminosäuren, wenn auch zum Teil nur in Spuren, könnte 

darauf hindeuten, dass die Hydrolyse unvollständig war. Betrachtet man erneut die 

Aminosäuren-Zusammensetzung des nativen AGPs, so fallen außerdem die hohen 

Anteile von Asx und Glx auf, welche auch in anderen AGPs beschrieben werden. 

Man findet sie in AGPs aus Gummi arabicum (Osman et al., 1995), Linum (Girault et 

al., 2000) und auch in den Wurzeln von E. pallida (Thude et al., 2005) sowie im 

Kraut und der Zellkultur von E. purpurea (Classen et al., 2000; Classen 2007). Der 

wesentliche Unterschied zwischen dem Protein-Teil der AGPs aus Pflanzenteilen 

und dem Protein-Teil der AGPs aus der Zellkultur ist der, dass der relative Gehalt an 

Protein beim AGP aus der Suspensionskultur etwa doppelt so hoch ist, was unter 

anderem durch einen geringeren Glykosylierungsgrad erklärt werden könnte. 

In Abbildung 6.4 werden die massenprozentualen Aminosäure-Zusammensetzungen 

von AGPs aus verschiedenen Ausgangsmaterialien von Echinacea purpurea 

miteinander verglichen, wobei alle AGPs ähnliche Aminosäurezusammensetzungen 

aufweisen. Das AGP aus der Wurzel weist besonders starke Übereinstimmungen mit 

dem AGP aus der Zellkultur auf. 
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Abbildung 6.4: Zusammensetzung des Proteinanteils verschiedener AGPs 

Betrachtet man die Glykosylierung des Protein-Rückgrats, so gibt es verschiedene 

Vorschläge, auf welche Art und Weise die verschiedenen Zuckerreste an das Protein 

geknüpft sein können (Goodrum et al., 2000; Kieliszewski und Shpak, 2001; Shpak 

et al., 2001). Die Glykosylierung scheint davon abhängig zu sein, ob das für die 

Bindung verantwortliche Hydroxyprolin in alternierenden Sequenzen oder in 

zusammenhängenden Blöcken auftritt. 

X - Hyp - X - Hyp - X - 
      ↑    
      AG    
      TYP 

II 
   

Abbildung 6.5: Beispiel einer Glykosylierung des Protein-Rückgrats mit AGs vom Typ II, 
X=Ser, Thr, Ala 

Im oben gezeigten Beispiel ist eine mögliche Glykosylierung des Protein-Rückgrats 

dargestellt. In alternierenden Sequenzen von Hydroxyprolin mit Serin, Threonin oder 

Alanin soll es präferiert zur Glykosylierung mit großen Arabinogalactanen vom 

Typ II kommen (Nothnagel, 1997). 
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- Ser - Hyp- Hyp- Hyp - Ala- Thr - Hyp- Hyp- Hyp - 
   ↑ ↑ ↑     ↑ ↑ ↑  
   Araf Araf Araf     Araf Araf Araf  
   ↑ ↑ ↑      ↑ ↑  
   Araf Araf Araf      Araf Araf  
   ↑  ↑      ↑   
   Araf  Araf      Araf   

Abbildung 6.6: Beispiel einer Glykosylierung des Protein-Rückgrats mit kurzen Araf-Ketten 

In dem in Abbildung 6.6 gezeigten Beispiel ist die mögliche Glykosylierung der im 

AGP-Proteinteil auftretenden, zusammenhängenden Hydroxyprolin-Blöcke 

dargestellt. Treten drei oder vier Hydroxyprolin-Reste nebeneinander auf, soll es 

gehäuft zu Glykosylierungen mit kurzen Araf-Seitenketten kommen (Goodrum et al., 

2000). 

Gegen diese Hypothesen spricht, dass im AGP aus dem Presssaft von Echinacea 

purpurea keine Arabinose-Oligosaccharide an Hydroxyprolin gebunden sind, 

obwohl die Sequenzierung des Proteinteils zeigte, dass Hydroxyprolin hier in 

Blöcken zu 3-4 Einheiten vorkommt (Classen et al., 2005). 

6.2. Lokalisierung und mögliche Funktionen der Arabinogalactan-

Proteine 

Um Aussagen über mögliche Funktionen von AGPs in Pflanzen treffen zu können, 

ist es unerlässlich zu wissen, wo diese lokalisiert sind. Um dies herauszufinden, 

wurden mikroskopische Schnitte der jungen Wurzel von Echinacea purpurea 

angefertigt und mit βGlcY angefärbt. βGlcY als mikroskopisches Färbemittel für 

AGPs wird häufig eingesetzt und ist bereits etabliert (Putoczki et al., 2007). Die so 

erhaltenen mikroskopischen Aufnahmen haben sich aber als nicht sehr aussagekräftig 

herausgestellt (siehe Abbildung 6.7). 
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Abbildung 6.7: Vergleich einer Anfärbung von Handschnitten von Pinus radiata: links die 
Anfärbung einer Mittellamelle mit βGlcY, rechts dazu im Vergleich die Anfärbung mit αGalY 
(Putoczki et al., 2007) 

Da die Konzentration an AGPs in pflanzlichen Geweben vergleichsweise niedrig ist, 

fällt die Färbung in der Regel schwach aus. Hinzu kommt die Eigenfärbung 

pflanzlicher Präparate, welche eine Interpretation lichtmikroskopischer Aufnahmen 

zusätzlich erschwert. Ziel war es, die Aussagekraft einer Anfärbung mit dem Yariv-

Phenylglycosid zu maximieren. Hierzu wurde die Methode einer 

Antikörpermarkierung mit einem Antikörper gegen βGlcY in Kombination mit 

sekundären FITC-markierten Detektorantikörpern etabliert (siehe 4.2.2.). Die 

Funktionalität der eingesetzten polyklonalen Antikörper gegen βGlcY wurde im 

ELISA bestätigt (siehe 4.1.), wo die Antikörper eine konzentrationsabhängige 

Bindung an das Antigen zeigten. 

Aufgrund der spezifischen Wechselwirkungen mit allen typischen AGPs werden 

βGlcY und βGalY standardmäßig zur Aufreinigung dieser Substanzen eingesetzt. 

Darüber hinaus wird βGlcY häufig dazu verwendet, die Rolle der AGPs in 
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biologischen Prozessen zu analysieren, wobei das Reagenz häufig pflanzlichen 

Suspensionskulturen zugesetzt wird (Serpe und Nothnagel, 1994; Willats und Knox, 

1996; Thompson und Knox. 1998; Gao und Showalter, 1999; Chaves et al., 2002; 

Guan und Nothnagel, 2004; Hu et al., 2006; Putoczki et al., 2007). 

Andere sehr nützliche und spezifische Werkzeuge zur Lokalisierung von APGs in 

pflanzlichen Geweben sind monoklonale Antikörper, die mit spezifischen 

Kohlenhydratepitopen bestimmter AGPs interagieren können (Classen et al., 2004; 

Knox, 1997, 2008; Blake et al., 2008), welche aber zum Teil nur wenig 

charakterisiert sind (Yates et al., 1996). Indem viele unterschiedliche monoklonale 

Antikörper eingesetzt wurden, konnte gezeigt werden, dass verschiedene AGPs an 

der Plasmamembran auftreten (Serpe und Nothnagel, 1999; Penell et al., 1989). 

Daneben wurden AGPs auch in der Zellwand (Basile und Basile, 1988), 

insbesondere in sekundär verdickten Zellwänden und in der Mittellamelle (Putoczki 

et al., 2007), im Xylem (Putoczki et al., 2007; Motose et al., 2004) und im Phloem 

(Battaglia et al., 2007) nachgewiesen. 

Mit dem Ziel, die zelluläre Verteilung der AGPs über das Wurzelpräparat in ihrer 

Gesamtheit zu erfassen, wurde die beschriebene Methode der Immunmarkierung mit 

Hilfe der polyklonalen Antikörper gegen βGlcY etabliert. Schon andere Autoren 

haben eine Beteiligung von AGPs an der Wurzelentwicklung in Betracht gezogen 

(Knox et al., 1991; Dolan und Roberts, 1995; Casero et al., 1998; van Hengel und 

Roberts, 2003). Die Untersuchungen zeigen nun anhand der Wurzel von Echinacea 

purpurea, dass die βGlcY bindenden AGPs am häufigsten im xylematischen Bereich 

auftreten, was mit Untersuchungen übereinstimmt, in denen mithilfe monoklonaler 

Antikörper in Arabidopsis xylematisches Gewebe markiert werden konnte (Dolan 

und Roberts, 1995, Dolan et al., 1995). Dies wurde auch erfolgreich in Daucus, 

Raphanus, Pisum (Casero et al., 1998) sowie in Pinus (Zhang et al., 2003) erreicht. 

Interessanterweise zeigen die verschiedenen Zelltypen im Bereich des Xylems in den 

Echinacea-Wurzeln eine unterschiedliche Markierung. Es ist wahrscheinlich, dass 

dies mit den unterschiedlichen Aufgaben der Gewebe assoziiert werden kann. 
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Lokalisierung im Bereich der Plasmamembran 

Dass einige AGPs Plasmamembran-assoziiert sind, wurde bereits 1983 von Samson 

et al. beschrieben. Die in der Echinacea-Wurzel auftretende Markierung im Bereich 

zwischen Plasmamembran und Zellwand im Markstrahlparenchym untermauert die 

Hypothese, dass die dort lokalisierten AGPs einen GPI-Anker tragen mit dem sie in 

der Plasmamembran verankert sind. Auch beschreiben Vaughn et al. (2007) in 

epidermalen Zellen von Vicia faba, dass die Berührungsfläche von Plasmamembran 

zu Zellwand deutlich von Anti-AGP-Antikörpern markiert wird. Hier besitzen sie 

eventuell auch signalübertragende Ligandenfunktionen und stehen so in Verbindung 

zum Cytoskelett (Sardar et al., 2006; siehe Abbildung 6.8). Dass viele AGPs einen 

GPI-Anker tragen, ist bekannt (Youl et al., 1998; Seifert und Roberts, 2007). Auch 

wurde bereits beschrieben, dass die GPI-verankerten AGPs durch die Beweglichkeit 

ihrer hydrophilen 1,6-verknüpften Oligosaccharid-Ketten Wasser zurückhalten und 

so eine Pufferschicht ausbilden können (Kieliszewski, 2001).  

 
Abbildung 6.8: Vorschlag eines Plasmamembran-Aufbaus unter Einbeziehung eines AGPs 
(Sardar et al., 2006). Danach sind AGPs im Bereich bestimmter Lipid-Schollen mit der 
Plasmamembran verankert und stehen über drei mögliche Interaktionsmechanismen in 
Verbindung zu den Mikrotubuli. Zum einen ist es möglich, dass das AGP als Ligand an ein 
Transmembranprotein in der Phospholipid-Doppelschicht bindet. Als zweite Möglichkeit einer 
Signalübertragung wird eine Bindung an einen Transmembranrezeptor (A) diskutiert. Als 
dritte Variante wäre es möglich, dass es zu einer Ligand/Rezeptor-Komplex induzierten 
Translokalisierung eines Signalmoleküls (B) kommt, die die Aktivierung einer Kinase auf der 
Cytoplasmaseite zur Folge hat. 
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Auch Nguema-Ona et al. (2007) beschrieben, dass AGPs die Mikrotubuli-

Organisation beeinflussen. 

Lokalisierung im sklerenchymatischen Gewebe 

Die AGPs in sklerenchymatischen Zellen sind innerhalb der Wände im Bereich der 

Mittellamelle lokalisiert. AGPs wurden bereits im Sklerenchym verschiedener 

Pflanzen nachgewiesen. Hier scheinen sie eine Rolle in der sekundären 

Zellwandverdickung zu übernehmen (Girault et al., 2000; Ito et al, 2005; Roach und 

Deyholos, 2007; Blake et al., 2008). Die gleiche Aufgabe scheint ebenfalls einem 

AGP in den differenzierenden Tracheiden von Pinus taeda zuzukommen (Zhang et 

al., 2003). Die Anwesenheit von AGPs in der Mittellamelle von Pinus radiata wurde 

von Putoczki et al. (2007) so gedeutet, dass die AGPs hier adhäsive Aufgaben von 

Zelle zu Zelle besitzen. Auch wurde vermutet, dass AGPs an Pektine gebunden sein 

können (Immerzeel et al., 2006; Baldwin et al., 2001), welche im Bereich der 

Mittellamelle vorkommen. Coimbra et al. (2007) spekulieren, dass AGPs als eine Art 

„Zellwandverflüssiger“ fungieren, welche die Pektinmatrix aufquellen lassen und so 

eine Verdickung der Zellwand und damit eine Ausdehnung der Zellen ermöglichen. 

Lokalisierung in der Zellwand xylematischer Gefäße 

In den xylematischen Gefäßen sind, wie bereits erwähnt, die Zellwände der Tracheen 

und Tracheiden vollständig markiert, was zeigt, dass eine sehr hohe Konzentration an 

AGPs im inneren Bereich der Zellwand hin zum Zelllumen vorliegt. Hierbei spielt es 

keine Rolle, ob es sich um primäres oder sekundäres Xylem handelt. Mit 

monoklonalen Antikörpern ist der Nachweis gelungen, dass sich bestimmte AGP-

Epitope zeitlich und räumlich mit der Differenzierung des Xylems korrelieren lassen, 

was zu der Annahme führte, dass AGPs eine Rolle bei der Differenzierung von 

Gefäßen spielen (Dolan et al., 1995; Schindler et al., 1995; Stacey et al., 1995; Gao 

und Showalter, 2000; Loopstra et al., 2000; Yang et al., 2005; Liu und Mehdy, 

2007). Nach den vorliegenden Untersuchungen scheint es der Fall zu sein, dass die 

deutliche Markierung an der Innenseite der Zellwand durch AGPs verursacht wird, 

welche ursprünglich zu Lebzeiten der Zelle durch einen GPI-Anker an die 



66..  DDIISSKKUUSSSSIIOONN  
________________________________________________________________________________________________________________________________________  
 

132 

Plasmamembran gebunden waren. Ein Zusammenhang zwischen der Verbindung 

von Zellwand, Plasmamembran und Cytoplasma sowie der Produktion und 

Anlagerung sekundären Wandmaterials erscheint wahrscheinlich. In Zinnia elegans 

wurde nachgewiesen, dass ein GPI-verankertes AGP für die netzförmige Anlage 

sekundärer Wandverdickungen xylematischer Elemente verantwortlich ist (Dahiya et 

al., 2006). Darüber hinaus wurde im Zugholz von Populus mit Hilfe monoklonaler 

Antikörper die Region der Plasmamembran an der inneren Zellwand markiert 

(Lafarguette et al., 2004). Eine Rolle der AGPs in Verbindung mit dem 

Wiederaufbau der Zellwand nach einer Zellteilung wird ebenfalls diskutiert (Shibaya 

und Sugawara, 2007). 

Lokalisierung in den Tüpfelkanälen 

Die Lokalisierung hoher AGP-Konzentration in Tüpfelkanälen taucht in der Literatur 

bisher nicht auf. Da Tüpfel von der Plasmamembran durchzogen sind, könnten AGPs 

eine entscheidende Rolle in der Ausbildung der Tüpfel während der 

Ausdifferenzierung des Xylems spielen. Im Bereich der Mittellamelle, wo die 

Plasmodesmen zweier benachbarter Tracheen oder Tracheiden aufeinander treffen, 

ist die Markierung besonders intensiv. Dies führt zu der Annahme, dass die AGPs 

eine Rolle bei der Bildung von Plasmodesmen spielen beziehungsweise an der 

Kommunikation zwischen benachbarten Zellen beteiligt sind. Im Pericarp von 

Tomaten konnte durch LM6, einen monoklonalen Antikörper gegen 1,5-verknüpfte 

Arabinane, eine Anreicherung des Epitops an der inneren Zellwand um die Tüpfel 

herum nachgewiesen werden (Orfila und Knox, 2000). LM6 detektiert allerdings 

auch AGPs mit entsprechenden Arabinan-Seitenketten (Blake et al., 2008). Motose et 

al. (2004) zeigten, dass ein AGP, welches sie „Xylogen“ nannten, in Zellkulturen 

von Zinnia für die zur Differenzierung xylematischer Zellen nötige Kommunikation 

verantwortlich ist. Auf dieser Annahme basieren auch Studien von Qin und Zhao 

(2007), die ergaben, dass Xylogen für die Ausbildung der Gefäßnervatur in den 

Kotyledonen verantwortlich sein könnte. 

Mit Hilfe der Markierung mit Antikörpern gegen das Yariv-Phenylglycosid, welche 

in der Literatur noch nicht beschrieben wurde, verfügt man nun über eine Methode, 
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in einem pflanzlichen Präparat alle Yariv-bindenden Arabinogalactan-Proteine 

gleichzeitig nachzuweisen und sich somit einen Überblick über die Verteilung der 

AGPs zu verschaffen. Die Unterschiede der Verteilung in den verschiedenen 

Gewebstypen deuten darauf hin, dass die AGPs nicht nur eine, sondern viele 

verschiedene Funktionen innerhalb der Pflanzen erfüllen. 
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7. Zusammenfassung und Ausblick 

Der Bedarf an wirksamen Immunstimulantien steigt kontinuierlich an. Im Sektor der 

pflanzlichen Präparate treten Echinacea-haltige Mono- beziehungsweise 

Kombinationspräparate oft in Erscheinung. Als Substanzen, die für eine 

immunregulatorische Wirkung in Echinacea verantwortlich sein könnten, werden 

Kaffeesäurederivate, Alkamide und auch die höhermolekularen Arabinogalactan-

Proteine diskutiert. Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde die wasserlösliche, 

hochmolekulare Glykoprotein-Fraktion aus Wurzeln von Echinacea purpurea L. 

MOENCH charakterisiert. Hierzu wurde ein wässriger Extrakt durch Mazeration 

hergestellt. Durch Proteinfällung, Tangentialflussfiltration und Dialyse wurden die 

niedermolekularen Substanzen abgetrennt. Aus dem hochmolekularen Retentat 

wurde durch das synthetische Yariv-Phenylglykosid eine Glykoprotein-Fraktion, die 

so genannten Arabinogalactan-Proteine präzipitiert und isoliert. Hierbei handelte es 

sich um Glykoproteine mit einem MW von circa 230 kDa und einem Proteinanteil 

von 4,8% (m/m). Die Analyse des Kohlenhydrat-Anteils ergab, dass sich das 

Polysaccharid in erster Linie aus Galactose (59,2% m/m) und Arabinose (30,4% 

m/m) zusammensetzt. Der Uronsäuregehalt lag bei 7,5% (m/m). Daneben wurden 

geringe Mengen an Mannose (3% m/m) gefunden. Die durchgeführte 

Bindungstypanalyse erbrachte, dass der Kohlenhydratanteil des AGPs aus 

Arabinogalactanen vom Typ II besteht, welche durch eine 1,3-β-D-Galactose 

Hauptkette charakterisiert sind, die 1,6-Galactopyranose-Reste an C6 tragen. Diese 

pyranosidischen 1,6-Galactosen können noch kurze Arabinoseketten tragen. Der 

Proteinteil besteht zu 12,7% (m/m) aus Hydroxyprolin, was sowohl per HPLC-

Analytik aller Aminosäuren als auch photometrisch bestimmt wurde. Daneben 

kommen in erster Linie Glx, Asx, Ser, Thr und Ala vor. Eine alkalische Hydrolyse 

lässt vermuten, dass die Glykosylierung des Proteins hauptsächlich über 

Hydroxyprolin erfolgt.  

Neben den strukturellen Untersuchungen wurde eine neue Methode zur 

Immunlokalisierung von AGPs am pflanzlichen Schnitt etabliert. Hierzu wurde ein 

Antikörper gegen βGlcY hergestellt und auf seine Funktionalität getestet. Daraufhin 
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wurden mikroskopische Schnitte mit dem Yariv-Phenylglycosid inkubiert, welches 

im pflanzlichen Präparat an die Arabinogalactan-Proteine bindet und damit als 

Epitop für den neu hergestellten Antikörper fungiert. Nach FITC-Markierung durch 

einen Sekundärantikörper wurden die Präparate unter einem CLSM betrachtet und 

die resultierende Fluoreszenz aufgenommen. Die so lokalisierten AGPs befanden 

sich im Querschnitt der Wurzel in erster Linie im xylematischen Bereich. Hier waren 

vor allem die Zellwände von Tracheen und Tracheiden markiert. Insbesondere 

erfolgte eine starke Markierung im inneren Zellwandbereich, die sich auch über die 

Tüpfelkanäle ausdehnte. Im sklerenchymatischen Bereich des Xylems war das AGP 

an anderer Stelle lokalisiert. Hier konnte es im Bereich der Mittellamelle 

nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte im Parenchym der Markstrahlen eine 

Markierung im Bereich zwischen Plasmamembran und Zellwand nachgewiesen 

werden. Diese Markierung mit Hilfe von Antikörpern gegen das Yariv-

Phenylglycosid wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Sie bietet die 

Möglichkeit, in einem pflanzlichen Präparat alle Yariv-bindenden Arabinogalactan-

Proteine gleichzeitig nachzuweisen und sich somit einen Überblick über die 

Verteilung der AGPs in den verschiedenen Gewebetypen zu verschaffen. 

Jede Antwort bringt immer neue Fragen hervor. So ist das Thema der Analytik und 

Charakterisierung der AGPs aus Echinacea purpurea sowie deren Lokalisierung, 

ihrer Funktionen in der Pflanze und der möglichen pharmakologischen Wirkungen 

trotz einiger anderer Arbeiten auf diesem Gebiet noch lange nicht abgeschlossen. 

Das Ziel künftiger Studien könnte sich zum Beispiel zunächst darauf fokussieren, die 

Verteilung der AGPs in Abhängigkeit von Wachstum, Differenzierung und 

Pflanzenorgan zu studieren. Des Weiteren können sich Studien zur Ermittlung der 

Proteinsequenz des AGPs aus der Wurzel von Echinacea purpurea anschließen. 

Auch ist der genaue Mechanismus, durch den die AGPs durch das βGlcY präzipitiert 

werden, noch unbekannt. Die Kenntnis des Reaktionsmechanismus zwischen 

Phenylglycosid und AGPs sowie die genaue Charakterisierung des „synthetischen 

Antikörpers“ könnte helfen, die Immunlokalisierung mit Hilfe der anti-βGlcY-

Antikörper zu verfeinern. Auf dem pharmakologischen Sektor könnte eventuell die 

Fragestellung gelöst werden, inwiefern die AGPs Einfluss auf das menschliche 

Immunsystem nehmen können. Denkbar ist hier eine Aufnahme über M-Zellen, die 
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als hochspezialisierte Zellen des Schleimhaut-assoziierten, lymphatischen Gewebes 

(MALT) beziehungsweise des Darm-assoziierten, lymphatischen Gewebes (GALT) 

in den Peyerschen Plaques im Dünndarm sitzen und auf die Absorption antigener 

und immunogener Substanzen spezialisiert sind. Auf diese Weise könnten 

Arabinogalactan-Proteine in den menschlichen Körper aufgenommen werden und 

mit dem Immunsystem interagieren. Dies könnte ebenfalls mit Hilfe einer 

Immunmarkierung am lebenden Gewebe nachgewiesen werden. Die Technik hierzu 

konnte in dieser Arbeit etabliert werden. 
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IV. Abstract 

Deutsch 

Aus dem wässrigen Extrakt der Wurzeln von Echinacea purpurea (L.) MOENCH 

wurde eine hochmolekulare Fraktion, die Arabinogalactan-Proteine (AGPs) isoliert 

und aufgereinigt. Die AGPs wurden hinsichtlich ihres Proteinanteils und der 

Zusammensetzung des Kohlenhydratanteils charakterisiert. Das Proteoglykan 

enthielt 4,8% (m/m) Protein, wobei Glx, Hyp, Asx, Ser, Thr und Ala die 

dominierenden Aminosäuren darstellten. Der stark verzweigte Kohlenhydratanteil 

zeigte in der Bindungstyp-Analyse den Aufbau eines typischen AGPs mit einem 1,3-, 

1,6- und 1,3,6-verknüpften pyranosidischen Galactosegrundgerüst, welches 

furanosidische Arabinosereste trägt. Diese traten als terminale oder 1,5-verknüpfte 

Arabinose auf. Des Weiteren wurden terminale Glucuronsäurereste gefunden. 

Neben der Strukturaufklärung wurde eine neue Methode der Lokalisierung von 

AGPs in pflanzlichen Geweben entwickelt. Das synthetische (β-D-Glc)3 Yariv 

Phenylgykosid (βGlcY) bindet spezifisch an AGPs. Zur Immunlokalisierung wurde 

ein polyklonaler Antikörper gegen βGlcY generiert. Mit diesem wurden 

mikroskopische Schnitte der sekundären Wurzel von Echinacea purpurea behandelt, 

die vorher mit βGlcY inkubiert wurden. Nach dem Zusatz von FITC-markierten 

Sekundärantikörpern wurden die Schnitte durch eine Konfokale Laser-Raster 

Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy = CLSM) analysiert. Die AGPs 

wurden vornehmlich im Xylembereich des Zentralzylinders detektiert. Die 

Zellwände von Tracheen und Tracheiden sowie die Tüpfelkanäle waren deutlich 

markiert, insbesondere zum Zelllumen hin. 
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Englisch 

From the high molecular weight fraction of an aqueous extract from roots of 

Echinacea purpurea (L.) MOENCH, arabinogalactan-proteins (AGPs) were purified 

and characterized with regard to amino acid composition and structure of the 

polysaccharide moiety. The protein content of the AGP was 4.8% (w/w) with the 

dominating amino acids Glx, Hyp, Asx, Ser, Thr and Ala. The highly branched 

polysaccharide moiety shows a linkage composition typical of AGPs with 1,3-, 1,6- 

and 1,3,6-linked galactopyranosyl residues and arabinofuranosyl residues 

predominantly as terminal and 1,5-linked residues. Terminal units of 

glucuronopyranose acid were also detected. 

Furthermore, a new method of localization of AGPs in plant tissue has been 

developed. The synthetic (β-D-Glc)3 Yariv phenylgycoside (βGlcY) is known to bind 

specifically to AGPs. For immunolocalization, polyclonal βGlcY-antibodies have 

been generated and were used to label Yariv-treated thin sections of roots from E. 

purpurea. After addition of the FITC-conjugated secondary antibody, the sections 

were analyzed by confocal laser scanning microscopy. AGPs were mainly detected 

in the area of the xylem of the central cylinder. Cell walls of vessels and tracheids are 

strongly labeled, especially at the inner area of the wall. Furthermore, there was an 

intense labelling of the pit canals. 
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