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Einleitung

1. Einleitung

1.  Farne und ihre Verwandten

Traditionell wurden Farne und weitere Sporenpflanzen zu den GeféalRkryptogamen
zusammengefasst, obwohl sie nicht unmittelbar miteinander verwandt sind. Es existieren
nur etwa 14.000 Arten, wohingegen es rund 250.000 Arten an Samenpflanzen gibt
(GARTMANN, 2015). Mit den samenbildenden Pflanzen haben sie die Gliederung in
Wourzel, Sprossachse und Blatter, die Xylemelemente zum Transportieren von Wasser
und darin geldsten Nahrsalzen besitzen, gemeinsam. Gegenteilig zu Samenpflanzen
tragen sie jedoch weder Samen noch Bluten oder Friichte, sondern Sporen. Da sie somit
keine nahrstoffreichen Samen, auffallig schone Gestalt oder wohlschmeckende Friichte
aufweisen, erregten sie vermutlich weniger das Interesse als andere Pflanzengruppen.
Hinzu kommt, dass die Sprosse i.d.R. mit Festigungsgewebe versehen und somit zah sind.
AuBRerdem enthalten die Pflanzen oft Bitter- und Giftstoffe zum Schutz gegen Insekten,
Pilze und pflanzenfressende Saugetiere. Dennoch fanden und finden einige dieser
Pflanzen und Pflanzenzubereitungen Anwendung als Nahrungs- oder Heilmittel, als
Kosmetikgrundlage oder als Fasern, Farbstoffe und Baumaterial (ALI et al., 2012;
GARTMANN, 2015). Insbesondere an Orten mit einem hohen Vorkommen dieser
Pflanzen oder Mangel an Alternativen, wie beispielsweise in Indien, Neuguinea und
arktischen Zonen, werden sie trotz ihrer teilweise giftigen Inhaltsstoffe verwendet. Zudem
bieten sie eventuell noch nicht erkundete pharmazeutische Maoglichkeiten.

Die finf GefaBpflanzen Lycopodium annotinum, Equisetum arvense, Dryopteris filix-
mas, Osmunda regalis und Pteridium aquilinum wurden aus mdglichst verschiedenen
Unterabteilungen der Farngewdchse und ihren Verwandten ausgewéhlt, um verschiedene
Positionen im phylogenetischen Stammbaum der friihen Landpflanzen zu untersuchen
(Abbildung 1). Die untersuchten Farne und ihr Verwandter aus den Bérlappgewdachsen

gehéren zu den Monilophyten (Farngewachsen) bzw. Lycophyten.



Bérlappgewdchse
(Lycopodiophytina)

Bérlappe z.B. Lycopodium
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("Monilophyta™) (Equisetopsida)
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Echte Farne
(Polypodiopsida)

Abbildung 1: Schema der systematischen Klassifizierung
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regalis &
Pteridium
aquilinum

untersuchte Pflanzen kursiv; dunkelgrun: relevante Pfade, hellgriin: nicht weiter untersucht
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1.1  Barlappe

1.1.1 Sprossender Barlapp

Bei Lycopodium annotinum (Abbildung
2) aus der Familie der Lycopodiaceae
handelt es sich um eine bis zu etwa 1 m
lange, oberirdisch kriechende, sich
gabelig verzweigende Pflanze, die
kleine nadelférmige Blatter besitzt. An
der Basis dieser Blattchen sitzen die
Sporangien, in denen die Sporen

gebildet werden. Die Sporophylle (ca.

2—-4cm lang) stehen am Ende des

Abbildung 2: Habitus von Lycopodium annotinum

Sprossabschnitts zu Sporophylistanden

vereinigt. Er ist auf der gesamten Nord- und Sldhemisphare in den gemaRigten und
borealen Zonen zu finden, bevorzugt in bodensauren, feuchten und schattigen Waldern.
Diese Pflanzenart bildet eine Varietat an kondensierten polyzyklischen Alkaloiden, in
denen hauptséchlich drei strukturelle Klassen, die Lycopodine, Lycodine und
Fawcettimine vertreten sind (MA und GANG, 2004).
Teilweise steht das Interesse an diesen Alkaloiden mit ihrer starken Acetylcholinesterase
(AChE)-hemmenden Wirkung in Verbindung. Bei AChE handelt es sich um ein Enzym,
das durch schnelle Hydrolyse von Acetylcholin dessen Ubertragung an cholinergen
Synapsen und neuromuskularen Ubergangen beendet. Ein Alkaloid der Lycodin-Klasse
(Huperzin A) wurde daher beispielsweise hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit bei der
Behandlung von Alzheimer-Krankheiten und GefaR-Demenz untersucht (LITTLE et al.,
2008; HAO et al., 2009; XING et al., 2014). Es wurde auch gezeigt, dass tetrazyklische
Lycopodiumalkaloide als potente AChE-Inhibitoren fungieren kénnten (HIRASAWA et
al., 2003). Die Inhaltsstoffe Anhydrolycodolin und Annotin-N-oxid, aus einer Subspezies
von Lycopodium annotinum isoliert, wiesen eher eine schwache Inhibitor-Wirkung auf.
Dadurch wurde geschlussfolgert, dass Alkaloide mit Lycopodan-Grundgerust keine
potenten Inhibitoren der AChE sind (HALLDORSDOTTIR et al., 2010). Friher wurden
vor allem die Sporen dieser Lycopodiumart als Heilmittel u.a. zur Blutungsstillung, bei
Durchfall und als Diuretikum eingesetzt (ROBUCK, 1985). Sporen des Lycopodium
clavatum wurden z.B. zur Pillenbestdaubung (ANDERSEN et al., 1998) oder als
Wundpuder genutzt (GLLGAARD und TIND, 1993).
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1.2 Farne

1.2.1 Eusporangiater Farn: Ackerschachtelhalm

Equisetum arvense (Abbildung 3) aus der
Familie der Equisetaceae wéchst als einfaches,
' aufrechtes Kraut, dessen mit Langsfurchen
versehender Spross hohl und jeweils auf der
Hohe der Knoten durch Querwénde in
Segmente geteilt ist. An diesen Knoten
befinden sich jeweils ein Kreis an Kleinen,
. schuppenformigen  Blattern  und  quirlig
angeordneten Seitendasten. Die fertilen Pflanzen
tragen, im Gegensatz zu den sterilen Pflanzen,
B8 endstdndig eine Sporangiendhre (1-4cm
lang), dafir jedoch keine Seitenédste. Wahrend
sterile Pflanzen rund 10-50 cm hoch wachsen
konnen und griin sind, werden fertile nur etwa
halb so gro und haben eher eine braun-
weilliche Farbe. Der Ackerschachtelhalm hat

eine sehr weite, circumpolare Verbreitung in

Abbildung 3: Habitus von Equisetum arvense der ndrdlichen Hemisphare und besiedelt
Acker sowie andere lehmige feuchte Boden.
Der mengenmaRig wichtigste Inhaltsstoff ist Kieselsaure, die der Pflanze Stabilitat gibt
und als Schutz dient. Einige andere bekannte Inhaltsstoffe sind weitere Mineralien wie
Kalium, Phytosterole, Flavonoide, phenolische Petrosine sowie andere phenolische
Verbindungen wie Kaffeesaure-Derivate (OH et al., 2004; SANDHU et al., 2010). Es
wurden schmerzstillende, antientziindliche, antidiabetische, antioxidative,
antimikrobielle, adstringierende, antikonvulsive, diuretische und hepatoprotektive
Eigenschaften fur bestimmte aus Equisetum gewonnene Extrakte beschrieben (DO
MONTE et al., 2004; OH et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2005; NAGAI et al., 2005;
RADULOVIC et al., 2006; SOLEIMANI et al., 2007; CARNEIRO et al., 2014).
Pharmazeutisch werden standardisierte Praparate zur Durchspllungstherapie bei Rheuma,
Husten und Nieren- bzw. Blasenentziindungen genutzt. Volksmedizinisch diente die
Verwendung von Equisetum arvense z.B. zur ,,Reinigung des Blutes“, zur Behandlung
von Tuberkulose, Katarrhen in den Nieren- und Blasenregionen, verschiedenen
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Blutungen, bruchigen Fingerndgeln und Haarausfall, rheumatischen Erkrankungen, Gicht,
schlecht heilenden Wunden oder anderen Verletzungen (SANDHU et al., 2010).

Aullerdem dienten Schachtelhalme v.a. bei den indigenen Volkern Nordamerikas als
Polier- und Nahrungsmittel (GARTMANN, 2015). Dabei konnen Verwechselungen mit

dem &hnlich aussehenden giftigen Equisetum palustre (Sumpfschachtelhalm) auftreten.

1.2.2 Leptosporangiate Farne: echter Wurmfarn, Konigsfarn & Adlerfarn

Diese Gruppe der Farne zeigt i.d.R. grole mehrfach gefiederte Blatter (Wedel), die zu
Beginn der Vegetationsperiode wie Bischofsstdbe eingerollt sind. Auf der Unterseite
dieser Wedel befinden sich die zu Sori gruppierten sporenbildenden Sporangien. Es
handelt sich meist um griine krautige Pflanzen, die als trichterférmige Rosette angeordnet
sind. In bestimmten Regionen (z.B. Tropen) kdnnen sie auch baumformig sein, besitzen
jedoch keinen verholzten Stamm. Die Gametophyten sind meist sehr kleine,
unscheinbare, herzférmige, ebenfalls griine Pflanzchen, sog. Prothallien. Diese Farne
kommen ubiquitdr insbesondere in (halb-)schattigen Gebieten mit hoher Feuchtigkeit, wie
z.B. in Waldern und Schluchten, vor (GARTMANN, 2015).
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Bei Dryopteris filix-mas (Abbildung 4) aus der Familie der Dryopteridaceae handelt es

sich um einen fast immergrinen rund 30 — 150 cm groRen Vertreter, der in gemaRigten

Abbildung 4: Habitus von Dryopteris filix-mas

Die Blatter sind zweifach gefiedert und laufen in beide Richtungen spitz zu, wobei die
Verschmélerung zum Grund hin weniger ausgepragt ist. Gelbbraune, glanzlose
Spreuschuppen besetzen iberwiegend den kurzen Blattstiel. Ein Wedel besteht aus etwa
20-35 Blattfiedern auf jeder Seite der Mittelrippe. Die abgerundeten bis spitzen
Fiederblattchen sind am Rand leicht gelappt bzw. teils scharf gesdgt und tragen auf ihrer
Unterseite die in zwei Reihen angeordneten Sori. Das Rhizom enthalt mehrere reizende
und toxische Stoffe, von denen das Phloroglucinol-Derivat Flavaspidsaure
anthelminthisch wirkt. Dadurch wurde das Rhizom des Dryopteris friiher als Mittel gegen
Bandwurmer eingesetzt (ALI et al., 2012). Jedoch schwankte die Konzentration dieser
wirksamen und toxischen Inhaltsstoffe innerhalb der verwendeten Droge, wodurch der
Einsatz aufgrund von Intoxikationen schwierig war (GARTMANN, 2015). Als Folge
dieser Vergiftungen traten u.a. Erbrechen, Durchfall, Bewusstlosigkeit, Seh- und
Atmungsstérungen auf oder sie verliefen sogar tédlich (MEHLHORN et al., 2011). Auch
oberirdische Teile der Pflanze, wie z.B. die Blatter, fanden wegen ihrer giftigen
Inhaltsstoffe als Anthelminthikum Verwendung (HANIF et al., 2009).

Aufgrund der Anwesenheit von Flavonoiden und Phenolen in Extrakten dieser
Pflanzenart vermutete man auch ein antioxidatives Potential. Flir methanolische Ausziige
der Blatter konnte bereits ein stark antioxidatives und zytotoxisches Potential
nachgewiesen werden (ALI et al., 2012). Somit ist eine pharmazeutische Nutzung auch

fur die Zukunft nicht auszuschliel3en.



Einleitung

B Osmunda regalis (Abbildung 5) aus der
/ Familie der Osmundaceae ist ein aufrecht
stehender, sommergruner, lang gestielter,
etwa 80 — 160 cm hoher Farn. Er besitzt
sowohl  sterile, hellgrine,  doppelt
gefiederte Wedel ohne Sporen auf der
Blattunterseite, als auch fertile Wedel, die
im unteren Teil grine Fiedern und im
oberen Teil rostbraune, dhrig angeordnete
Sporangien tragen. Diese erst nach
einigen  Jahren  gebildeten  fertilen
Sporenblatter stehen im Zentrum der
ausgedehnt wachsenden Pflanze.
AuRerdem ist diese funktionale Trennung
in fertile und sterile Blatter ein sehr
urtumliches Merkmal im Vergleich zu

Abbildung 5: Habitus von Osmunda regalis anderen leptosporangiaten Farnen. Er ist
in den gemaligten Breiten auf der Nord-

und Stdhalbkugel in vielen Teilen der Welt zu finden. Dort sind sonnige bis schattige
Standorte wie Waélder oder Graben- und Gewasserrander flr ihn geeignet, wenn der
Boden feucht bis sumpfig ist und ausreichend Nahstoffe enthélt. In Europa ist diese Art
der einzige Vertreter der Gattung Osmunda (JETTER und RIEDERER, 1999; LANDI
und ANGIOLINI, 2010).

Friher galt der Konigsfarn als Heilpflanze, dessen Aufguss des Wurzelstocks z.B.
harntreibend, choleretisch und starkend wirken sollte (BEZANGER-BEAUQUESNE und
PINKAS, 1964). Selbst heutzutage wird dieser Farn z.B. noch in einer nordspanischen
Provinz als kommerzielle Heilpflanze bei Muskel-Skelett-Erkrankungen, wie
Knochenbriichen, Gelenkproblemen und rheumatischen sowie arthritischen Schmerzen,
genutzt (MOLINA et al., 2009). Auch in Indien werden seine Pflanzenteile als Tonikum,
zur Blutstillung, zur Behandlung von rheumatischen Erkrankungen, bei Darmproblemen
und Rachitis verwendet (PERUMAL, 2010; SINGH und UPADHYAY, 2012).
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Pteridium aquilinum (Abbildung 6) aus
der Familie der Dennstaedtiaceae besitzt
hellgrune, auffallend zwei- bis vierfach
gefiederte Bléatter die i.d.R. 50 cm bis 2 m
hoch  werden. Die  Blatter  sind
bogenfdérmig geneigt und der Blattrand ist
eingerollt, sodass die Sori, die marginal
auf der Blattfiederunterseite stehen, nicht
nur von dem Indusium sondern auch vom
umgerollten Blattrand geschiitzt werden.

Diese Farnart ist weltweit verbreitet.
Jedoch fehlt sie in polaren und in extrem
trockenen Gebieten. Sie bevorzugt, neben
der an  halbschattigen  Standorten

benodtigten Bodenfeuchtigkeit, besonders

i B AR & nahrstoffarme, saure Bdden und tritt dort

Abbildung 6: Habitus von Pteridium aquilinum in groRen Herden auf.

Wie der Wurmfarn ist auch dieser Farn toxisch. Alle Pflanzenteile sind sowohl im
frischen als auch getrockneten Zustand giftig. In den jungen Blattern finden sich hohe
Konzentrationen an dem cyanogenen Glykosid Prunasin und dem instabilen Glykosid
Ptaquilosid. AuBerdem kommt v.a. in diesen und im Rhizom ein weiterer Giftstoff, das
Enzym Thiaminase, hinzu. Weitere, ebenfalls in den Pflanzenteilen enthaltene
Inhaltsstoffe, sind u.a. bestimmte Gerbstoffe und Shikimisdure-Derivate. Ihre Rolle in
Bezug auf die Toxizitat der Pflanze ist jedoch nicht vollstandig geklart (GIL DA COSTA
etal., 2012).

In manchen Gegenden fand und findet der Adlerfarn als Nahrungsmittel Verwendung. So
diente beispielsweise das Rhizom in Europa bei Hungersnoten als starkehaltige
Nahrungsquelle. Von indigenen Voélkern der stidwestlichen USA wird es immer noch
aufgrund des Stéarkegehalts verzehrt. In Ostasien, Brasilien und einigen anderen Regionen
werden die jungen Triebe als Delikatesse, z.B. wie Spargel, gegessen (GIL DA COSTA
et al., 2012; GARTMANN, 2015). In diesen Gebieten ist das Vorkommen von
verschiedenen Tumoren erhoht und konnte u.a. mit der Einnahme von karzinogenem
Ptaquilosid zusammenhéngen (SMITH und SEAWRIGHT, 1995; RECOUSO et al.,
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2003). Auch bei Weidetieren, die Adlerfarn ber einen langeren Zeitraum verzehren,
kann es zu Vergiftungen, insbesondere zum auf Konchenmarkdepressionen basierenden
Stallrot (inneren und &uRReren Blutungen bis hin zum Tod), kommen. Diese enzootische
Hé&maturie wird durch einen Vitamin Bl1-Mangel hervorgerufen, der u.a. durch das
Enzym Thiaminase verursacht wird. Zudem werden die Gifte auch mit der Milch dieser
Tiere ausgeschieden und kdénnen somit Einfluss auf den Menschen haben. Trotzdem
finden die Pflanzenteile sowie Zubereitungen dieses giftigen Farns auch heute noch
Anwendung im landwirtschaftlichen und auch im medizinischen Bereich (GIL DA
COSTA et al., 2012). So wird das Rhizom in Indien als Aphrodisiakum und ein aus den
Wedeln gewonnener Tee bei Bauchkrdmpfen bzw. im Kosovo als Diuretikum verwendet.
Weitere, in verschiedenen Regionen bekannte Anwendungsgebiete sind Zahnschmerzen
und Infektionen der Mundhohle (GARTMANN, 2015). Auch die antioxidative Wirkung
der Flavonoide, insbesondere das des Quercetins, in den Extrakten von Pteridium birgt
pharmazeutisches Potential (HARWOOD et al., 2007; TALUKDAR et al., 2011).
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2.  Pflanzliche Zellwand

Pflanzenzellwénde sind auf Kohlenhydraten basierende extrazellulare Matrizen, die sich
wéhrend der Evolution veréndert haben. Sie sind fir biologische Prozesse wie Wachstum,
Entwicklung und Uberleben essentiell. Aus diesem Grund tragt die Charakterisierung der
Zusammensetzung und Veranderung der pflanzlichen Zellwénde zum Verstandnis der
evolutiondren Entwicklung von Pflanzen bei.

GeféaBRpflanzen erschienen vor etwa 410 Millionen Jahren. Im Hinblick auf die aktuelle
Taxonomie werden diese Pflanzen in Lycophyten und Euphyllophyten unterteilt. Man ist
sich im Allgemeinen daruber einig, dass Lycophyten bereits fast im mittleren Devon (vor
ca. 400 Millionen Jahren) von allen anderen lebenden vaskularen Pflanzenlinien getrennt
wurden (PRYER et al., 2004; BANKS et al., 2011). Wahrend Lycophyten nur
Mikrophylle besitzen, sind Euphyllophyten, insbesondere in Bezug auf die
Vaskularisierung, durch strukturell komplexere Megaphyllblatter charakterisiert
(LEROUX et al., 2013). Die heute noch existierenden Euphyllophyten lassen sich zwei
Kladen zuordnen, den Monilophyten (Farnen) und Spermatophyten (Samenpflanzen).
Innerhalb der Monilophyten kdnnen die Schachtelhalme (eusporangiate Farne) auf das
obere Devon zuriickgefiihrt werden, wéhrend die leptosporangiaten Farne erst im
Mississippium (friiher: unteres Karbon) erschienen. Im Allgemeinen teilen sich
Lycophyten- und Farnzellwénde einige Merkmale mit denen von Samenpflanzen, wie das
Auftreten von Cellulose und pektischen Polysacchariden (MATSUNAGA et al., 2004;
POPPER, 2008; LEROUX et al., 2011). Es gibt allerdings auch Unterschiede, zum
Beispiel das Auftreten von gemischten B-Glukanen (SYRENSEN et al., 2008) und
Silizium (CURRIE und PERRY, 2009) in Zellwanden von Equisetum. Auch die
Ligninstrukturen sind heterogen: Sekundarzellwande von Angiospermen und Lycophyten
werden mit ligninhaltigen Syringylmonomeren verstarkt, wahrend Farne und
Gymnospermen Lignin ablagern, das vorwiegend aus Guaiacylmonomeren stammt
(WENG et al., 2008). In Samenpflanzen sind Arabinogalaktan-Proteine (AGPs), als
spezielle  Gruppe von Zellwand-Proteoglykanen, Schlusselkomponenten  der
extrazelluldren Matrix mit wichtigen Funktionen, wie z.B. Beteiligung an Zellwachstum,
Zellproliferation, Strukturbildung und Reproduktion (SEIFERT und ROBERTS, 2007).
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2.1  Arabinogalaktan-Proteine

AGPs gehoren einer komplexen Gruppe von hochmolekularen Glykoproteinen bzw.
Proteoglykanen der Zellwand an: den Hydroxyprolin-reichen Glykoproteinen (HRGPS).
Diese Gruppe enthalt neben den stark glykosylierten AGPs auch wenig glykosylierte
Prolin-reiche Proteine (PRPs) und moderat glykosylierte Extensine (SHOWALTER et al.,
2016). AGPs selbst sind eine sehr heterogene Molekilgruppe, die in ihren Kohlenhydrat-
und Proteinstrukturen, sowie ihren Verknlpfungen untereinander variieren und somit
verschiedene Gestalten annehmen konnen (SEIFERT und ROBERTS, 2007).

2.1.1 Funktionen

Diese komplexe und heterogene Gruppe an Molekilen Gbernimmt in der Pflanze diverse
Funktionen, die mit Wachstum und Entwicklung zusammenhangen. Dazu gehéren unter
anderem Zelldifferenzierungen (KNOX, 1995), Zell-Zell-Interaktionen (SCHULTZ et al.,
1998), Strukturbildung (KNOX et al., 1991; LOPEZ und RENZAGLIA, 2014),
somatische Embryogenese (VAN HENGEL et al., 2002; DUCHOW et al., 2016), sowie
weitere Aspekte des Fortpflanzungsprozesses (ACOSTA-GARCIA und VIELLE-
CALZADA, 2004; LEE et al., 2008), Xylem-Differenzierung (MOTOSE et al., 2004;
GOELLNER et al., 2013) und programmierter Zelltod (GAO und SHOWALTER, 1999).
Weitere Funktionen, wie die Interaktion mit Mikroorganismen, werden postuliert
(MAJEWSKA-SAWKA und NOTHNAGEL, 2000; GASPAR et al., 2004). Ihre
amphiphile Beschaffenheit wirde fur eine Rolle als Mediator zwischen der Zellwand, der
Plasmamembran und dem Zytoplasma sprechen. Verschiedene Modelle fiir den
Wirkmechanismus von AGPs werden vorgeschlagen. Zum einen kdnnten Zucker durch
spezifische Enzyme gespalten und in das extrazelluldre Medium freigesetzt werden. Zum
anderen konnte durch Abspaltung des GPI-Ankers das komplette Molekul freigesetzt
werden (SCHULTZ et al., 1998; VAN HENGEL et al., 2001). Dabei ist es moglich, dass
sie dank ihrer Membranassoziierung mittels GPI-Anker und Vorkommen in l6slicher
Form als Signalmolekiile dienen oder als Modulatoren und Korezeptoren von
Signalstoffen der Morphogenese fungieren (SEIFERT und ROBERTS, 2007). Auch eine
Funktion als Kalziumchelator wurde vorgeschlagen (LAMPORT und VARNAI, 2013).
Die hier aufgeftihrten Funktionen liefern einen Eindruck der weitreichenden mdglichen
Aufgaben von AGPs, die in der Vergangenheit schon 6fter und vor Kurzem erneut in
Reviews zusammengefasst wurden (GASPAR et al., 2001; SEIFERT und ROBERTS,
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2007; ELLIS et al., 2010; PEREIRA et al., 2015). Zum groRen Teil sind die genauen
Funktionen und Funktionsweisen von einzelnen AGPs jedoch nicht aufgeklért.

Die Mehrheit der Experimente zur Ableitung der AGP-Funktion basieren auf Anti-AGP-
Antikorperreaktionen (CASERO et al., 1998; COIMBRA et al., 2007; CHENG et al.,
2008; BOUGHANMI et al., 2010; NGUEMA-ONA et al., 2012). Dabei erkennen die
meisten Antikdrper Kohlenhydrat-Epitope, die wiederum weitestgehend nicht genau
charakterisiert sind (YATES et al., 1996). Obwohl diese monoklonalen Antikorper
natzlich sind, sind solche Epitope wahrscheinlich nicht nur auf ein spezifisches AGP
beschrankt, sondern auf vielen AGPs mit verschiedensten Proteinriickgraten vorhanden.
Zusétzlich kdnnen auch die verschiedenen Kohlenhydrat-Strukturen flr die Funktionen
verantwortlich sein. Mutanten mit fehlenden Genen fiir AGPs kdnnen wichtige Hinweise
auf die Funktion einzelner AGPs liefern (GASPAR et al., 2001).

Pharmazeutisch betrachtet ist besonders die immunstimulierende Wirkung von
Bedeutung. So wurden in vitro fur ein Echinacea-AGP eine Aktivierung des humanen
Komplementsystems (ALBAN et al., 2002) und die Bindung an humane Leukozyten
(THUDE et al.,, 2006), sowie fir die AGPs von Baptisia und Echinacea eine
immunmodulierende Wirkung auf die Proliferation, IgM-Produktion, Nitrit- und IL-6-
Produktion von Maus-Lymphozyten bzw. Maus-Makrophagen beschrieben (CLASSEN et
al., 2006). Des Weiteren werden einige AGPs, insbesondere aus Gummi arabicum,
aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften als Bindemittel, Emulgatoren und
Stabilisatoren sowohl in Nahrungsmittel- als auch Pharmaindustrie genutzt (ELLIS et al.,
2010).

2.1.2 Biosynthese

Obwohl die Synthese von AGPs noch nicht abschlieBend geklart ist, vermutet man
aufgrund von einigen Untersuchungen, dass AGPs, wie die Extensine und andere
Glykoproteine der Zellwand und Plasmamembran, im rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER) und Golgi-Apparat synthetisiert und anschliefend mittels Vesikeln zur
Zelloberflache transportiert werden (NOTHNAGEL, 1997).

Generell kann die gesamte Biosynthese der AGPs in mehrere Schritte gegliedert werden:
Synthese der Proteinkomponente im ER, der Monosaccharideinheiten und der Protein-

Kohlenhydrat-Bindungen;  Verlangerung der Kohlenhydratketten; intrazellularer
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Transport des vorgeformten oder wachsenden Polymers; Sekretion und extrazellulérer
Transport der gebildeten Molekile (CLARKE et al., 1979).

Ein darauf basierendes hypothetisches Model des AGP-Syntheseweges wére demzufolge,
nach Synthese der Proteinkette, die Hydroxylierung von Prolin durch Prolyl-4-
Hydroxylase. Als Néchstes wirde eine O-Galaktosyltransferase einen Galaktose-Rest mit
UDP-D-Galaktose als Donator auf ein Hydroxyprolin Ubertragen und das entstandene
,Zwischenprodukt“ anschlieBend zum Golgi-Apparat transportiert werden, wo weitere
Glykosyltransferasen lokalisiert sind (NOTHNAGEL, 1997; VLAD et al., 2007; OKA et
al., 2010).

Schliel3lich koénnte die weitere Ankniipfung der entsprechenden Zuckerbausteine mittels
O-Galaktosyl-, Arabinosyl- oder anderer Glykosyltransferasen entweder einzeln als
Monomere oder blockweise als Oligo- bzw. Polymere erfolgen (FINCHER et al., 1983;
KELLY et al., 2006; OKA et al., 2010). Danach wirden die entstandenen Molekile mit
Hilfe der Golgi-Vesikel zur Plasmamembran transportiert werden kénnen (FINCHER et
al., 1983). Dort konnen sie aullerdem  zwischenzeitlich  Uber  einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Plasmamembran verankert sein (YOUL
et al., 1998), bevor sie mittels Phospholipasen freigesetzt werden (SCHULTZ et al.,
1998).

2.1.3 Aufbau

AGPs sind strukturell durch eine oder mehrere komplexe Kohlenhydratketten mit
Galaktose und Arabinose als Hauptkomponenten, die tber O-Glykosylierung kovalent an
ein Kernprotein-Grundgerst gebunden sind, charakterisiert.

Normalerweise macht der Arabinogalaktan-Anteil in Blitenpflanzen etwa 90 % (m/m)
des Molekils und das Hydroxyprolin-reiche Proteinriickgrat bis ca. 10 % (m/m) aus.
Zusétzlich kann ebenfalls ein GPI-Membrananker vorhanden sein. lhre MolekulgroRe
liegt zwischen 60 und 300 kDa (NOTHNAGEL, 1997).

Die meisten AGPs besitzen die Fahigkeit, mit einem synthetisch hergestellten
Phenylazoglykosid-Farbstoff, insbesondere dem p-Glukosyl-Yariv-Reagenz, Komplexe
zu bilden (YARIV et al., 1962; KREUGER und VAN HOLST, 1996). Auch wenn der
genaue Mechanismus dieser Bindung nicht geklart ist, hat er sich als sehr nutzliches
Hilfsmittel bei der Detektion, Quantifizierung und Reinigung von AGPs erwiesen (ELLIS
et al., 2010).
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Das Kohlenhydratgerust der AGPs von Samenpflanzen besteht zum groflen Teil (ca.
90 %) aus Arabinose (Ara) und Galaktose (Gal), wobei Galaktose meist tberwiegt, sodass
sich haufig ein Ara/Gal-Verhéltnis von etwa 1:2 ergibt (FINCHER et al., 1983;
NOTHNAGEL, 1997). Es handelt sich dabei i.d.R. um verzweigte Typ-II-
Arabinogalaktane (AGs), die hauptsachlich aus 3-, 6- und 3,6-verkniipften p-D-Galp-
Ketten mit a-L-Araf-Substituenten bestehen. Je nach AGP kdnnen auch geringe Mengen
Fucose, Rhamnose, Xylose, Mannose, Glukose, Glukosamin und Uronsduren substituiert
sein (SHOWALTER, 2001). Die einzelnen AGs sind ca. 5—25 kDa groR, wobei bei
einigen AGPs auch kleine Arabinose-Oligosaccharid-Seitenketten vorkommen (QI et al.,
1991; ELLIS et al., 2010).

Im Proteinriickgrat sind neben Hydroxyprolin (Hyp) auch die Aminoséuren Prolin (Pro),
Alanin (Ala), Serin (Ser) und Threonin (Thr) mengenmaRig dominierend. In der Regel
wird Hyp als die verantwortliche Aminoséaure der O-glykosidischen Bindung angesehen
(NOTHNAGEL, 1997; ELLIS et al., 2010).

Die Genome einiger dieser AGP-Proteinteile wurden mit Hilfe von Genklonierung
sequenziert. Die daraus abgeleitete Vielzahl an teils sehr diversen Protein-Rickgrat-
Strukturen werden oft in , klassische* (u.a. Hyp-/Pro-, Ser-/Thr-, Ala-reich) und ,,nicht-
klassische” (u.a. Hyp-arm, Cys- und Asn-reich) Typen eingeteilt. “Klassische* AGPs
besitzen eine N-terminale hydrophobe Signalsequenz, eine zentrale Pro- bzw. Hyp-reiche
Doméne und eine C-terminale Domane, die hydrophob ist und als Signal fir die
Kopplung an einen GPI-Anker dienen kann. In einigen ,,nicht-klassischen™ AGPs ist diese
Domane hydrophil (DU et al., 1996; YOUL et al., 1998), sodass es unwahrscheinlich ist,
dass diese einen GPI-Anker besitzen (SHOWALTER, 2001).

Der Aufbau des GPI-Ankers ist dem von anderen Eukaryoten, wie z.B. dem der Tiere,
Protozoen und Hefen, ahnlich (OXLEY und BACIC, 1999).

Er wird Uber seinen Phosphoethanolamin-Rest an eine spezifische Aminoséure im C-
terminalen Teil der klassischen AGPs gebunden, und kann spater an dieser Stelle
beispielsweise mittels GPI-spezifischer Phospholipasen abgespalten werden. Diese
Modifikation erfolgt im ER und verankert das AGP in der ER-Membran und
anschlieBend in der Membran der Golgi-Vesikel bevor es an die Aullenseite der
Plasmamembran sezerniert wird (SHOWALTER, 2001; SEIFERT und ROBERTS,
2007).
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2.1.4 Verbreitung

In Angiospermen und Gymnospermen ist das weit verbreitete Auftreten der AGPs bereits
gut untersucht und dokumentiert (CLARKE et al., 1979; FINCHER et al., 1983). Sie
konnten nicht nur in vielen Samenpflanzen, sondern auch in verschiedensten
Pflanzenorganen, wie Blattern, Bliitenbestandteilen, Samen, Stédngeln und Wurzeln
nachgewiesen werden (NOTHNAGEL, 1997). Dort wurden sie oft im Xylem (MOTOSE
et al., 2001, 2004; BOSSY et al., 2009; GOELLNER et al., 2013), aber auch in
Waundsekreten (ELLIS et al., 2010) oder im Kulturmedium von Zellkulturen gefunden,
wobei in den verschiedenen Organen auch verschiedene AGPs auftreten konnen
(NOTHNAGEL, 1997). Auf zellularer Ebene konnten sie haufig im Zellwandbereich z.B.
in Tupfeln, verankert in der Plasmamembran und in interzelluldaren R&umen, aber auch
intrazellular in Golgi-Vesikeln detektiert werden (HERMAN und LAMB, 1992;
SHOWALTER, 2001; GOELLNER et al., 2013). Wie in I11.2.1.3 erwahnt ist eine
besondere Eigenschaft von AGPs die Bindung an Yariv's Reagenz, einem roten
Farbstoff, der spezifisch mit AGPs interagiert (CLARKE et al., 1978; BASILE und
BASILE, 1987). Durch Farbung mit diesem Reagenz konnte das Auftreten von AGPs
mikroskopisch unter anderem fir ein Moos (SHIBAYA und SUGAWARA, 2009) und
eine Braunalge (HERVE et al., 2016) gezeigt werden. Das Vorkommen von AGP-
Glykan-Epitopen in samenfreien Pflanzen wurde auferdem mittels mikroskopischen
Nachweises unter Verwendung von monoklonalen Antikorpern, die gegen
Arabinogalaktan-Epitope gerichtet sind, sowohl fir einige Bryophyten (LIGRONE et al.,
2002; KREMER et al., 2004; BERRY et al., 2016), Farne (EECKHOUT et al., 2014;
LOPEZ und RENZAGLIA, 2014) und Charophyten (EDER und LUTZ-MEINDL, 2008;
DOMOZYCH et al., 2009) als auch Braunalgen (HERVE et al., 2016) gezeigt. Allerdings
gibt es erst zwei Berichte Uber die Struktur der AGPs aus Moosen (FU et al., 2007,
BARTELS et al., 2017). Dartber hinaus beschrénken sich die Daten zur Isolierung und
Zusammensetzung von AGPs aus Lycophyten und Farnen auf nur eine VVoruntersuchung
an einem Arabinogalaktan-reichen Protein aus dem Farn Osmunda japonica (AKIYAMA
etal., 1987).
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3. Zielsetzung

Aufgrund der begrenzten Kenntnis der Zellwandstruktur von Sporenpflanzen ist das
Verstandnis der Evolution der Zellwand noch immer unvolistandig. Da neben
Polysacchariden auch Proteoglykane, wie AGPs, wichtige Bestandteile der Zellwand der
meisten, wenn nicht aller Samenpflanzen sind, war es zundchst das Ziel der Arbeit die
Arabinogalaktan-Proteine, falls vorhanden, in den verschiedenen sporenbildenden
GeféRpflanzen, den Lycophyten und Monilophyten, mikroskopisch mit Hilfe von
Immunfluoreszenz zu lokalisieren und in der Folge zu isolieren.

Im Anschluss sollten verschiedene Methoden der Analytik der Strukturaufklarung dieser
Arabinogalaktan-Proteine dienen. Von Interesse war dabei auch die Aufklarung
maoglicher Unterschiede im evolutiondren Vergleich zu Moosen und Samenpflanzen.
Somit bietet diese Arbeit eine erste detaillierte Charakterisierung von AGPs aus einem
Lycophyten, einem Schachtelhalm und verschiedenen echten Farnen, wobei die
Schachtelhalme und Farne eine monophyletische Gruppe darstellen und die engsten
lebenden Verwandten der Samenpflanzen sind (PRYER et al., 2001). Sie ist der
Schliusselaspekt dieser Arbeit, wobei Teile der Dissertation schon in der Publikation
»Structural investigations on arabinogalactan-proteins from a lycophyte and different
monilophytes (ferns) in the evolutionary context® publiziert wurden (BARTELS und
CLASSEN, 2017).

Im Rahmen der Phytotherapie werden immunmodulierende Eigenschaften von AGPs aus
Echinacea-Arten diskutiert. Daher wurden in dieser Arbeit Bindungsanalysen mittels
Fluorescence-activated cell scanning (FACS) durchgefiihrt, um eine moégliche Wirkung

von AGPs auf das Immunsystem durch Bindung an dendritische Zellen nachzuweisen.
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IVV. Material und Methoden

1. Verwendete Gerate und Materialien

1.1 Allgemein verwendete Geréte

Alle verwendeten Glasgerdate stammten, soweit nicht anders bezeichnet, von der Fa.
Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland.

Gefriertrockner:

Heizblock:

Pipetten:

Rotationsverdampfer:

Vortexer:

Waagen:

Wasserbader:

Zentrifugen:

Christ Alpha 1-4 LSC/Beta 1-8 K, Fa. Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Deutschland;
Vakuumpumpe: Chemie-HYBRID-Pumpe RC 6,

Fa. Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland;
Vakuum 1,030 mbar, Eiskondensator -54 °C

Bioblock Scientific, Code 92607, Thermolyne Corp., USA
& Stuart block heater SBH200DC, Fa. Bibby Scientific
Limited, Staffordshire, United Kingdom

Eppendorf research, Fa. Eppendorf, Hamburg mit
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Laborota 4000 efficient, Fa. Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutschland;

Vakuumpumpe: PC 2001 Vario mit CVC 2000/PC 3001
Vario mit CVC 3000, Fa. Vacuubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

MS2 Minishaker, Fa. IKA, Labortechnik,

Staufen, Deutschland

& Vortex Genie 2, FA: Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Satorius laboratory, Fa. Satorius Lab Instruments GmbH &
Co. KG, Gottingen, Deutschland;

Satorius universal, Fa. Satorius Lab Instruments GmbH &
Co. KG, Gottingen, Deutschland;

Satorius Genius, Fa. Satorius Lab Instruments GmbH &

Co. KG, Gottingen, Deutschland

Typ 1002 GFL & Typ 1033 GFL, Fa. Gesellschaft fiir
Labortechnik m.b.H., Burgwedel, Deutschland

Heraeus Megafuge 16/Multifuge X3R, verschiedene Rotor-

einsatze, Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland
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1.2 Allgemein verwendete Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien hatten eine hochwertige analytische oder pharmazeutische
Quialitat.

1.3  Verwendetes Drogenmaterial

Es wurden die frisch getrockneten und zerkleinerten (pulverisierten) oberirdischen Teile,
die Sprossachsen und Wedel, der verschiedenen Arten verwendet.

Die Ernte erfolgte an folgenden Orten:

Lycopodium annotinum L. (LA, Sprossender Barlapp, Lycopodiaceae) in Oberjoch,
Deutschland

Equisetum arvense L. (EA, Ackerschatelhalm, sterile Sprosse, Equisetaceae) im Garten
der pharmazeutischen Biologie, Universitét Kiel

Dryopteris filix-mas (L.) Schott (DFM, Echter Wurmfarn, Dryopteridaceae) im Garten
der pharmazeutischen Biologie, Universitét Kiel

Osmunda regalis L. (OR, Konigsfarn, Osmundaceae) im Botanischen Garten der
Universitat Kiel

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (PA, Adlerfarn, Dennstaedtiaceae) am Flughafen
Holtenau, Kiel, Deutschland

Beim Adlerfarn wurden die stark verholzten mittleren Teile der Wedel (Mittelrippen)

nicht verwendet.

2. Isolierung der hochmolekularen Polysaccharid-Fraktionen

Als erstes wurden je 100 g zuvor pulverisiertes Drogenmaterial in 1 | 60 %igem Aceton
fiir 2 h bei 4 °C bewegungsmazeriert.

Das Mazerat wurde abgenutscht und die Drogenriickstande zwei Mal mit 200 ml
60 %igem Aceton gespilt, dann erneut in 1 1 60 %igem Aceton tber Nacht bei 4 °C auf
dem Schiittler gelagert, abgenutscht und zwei Mal mit 200 ml 60 %igem Aceton gesplilt.
Im Anschluss wurden die Drogenriickstande fiir ca. 2 Tage getrocknet.

Danach wurden die getrockneten Drogenrtickstande in 11 Aqua bidest. Gber Nacht bei
4 °C geschittelt, die Ansédtze danach auf der Tinkturenpresse (Druck mit Uber
450 kg/cm?) kaltgepresst und anschlieRend die Extraktiiberstande nochmal zentrifugiert
(20 min bei 20 °C mit 20.000 g = rcf).
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Mit den so gewonnenen waéssrigen Extrakten wurde eine Proteinfallung durchgefiihrt.
Dazu wurden die Extrakte in 200 ml-Portionen bei 95 °C min. 5 Minuten (im Wasserbad)
erhitzt und anschlieBend tiber Nacht bei 4 °C stehen gelassen.

Die gefallten Proteine wurden abfiltriert und das Volumen der wassrigen Extrakte mit
einem Rotationsverdampfer bei 40 °C Wasserbadtemperatur und bis zu 20 mbar
Unterdruck eingeengt. Falls dabei etwas ausfiel, wurde dies durch Zentrifugation (10 min
bei 5.000 revolutions per minute (rpm)) entfernt.

Aus den eingeengten (und evtl. nochmal zentrifugierten) Extrakten wurden mittels
Ethanol-Fallung die hochmolekularen Polysaccharid-Fraktionen (HMFs) (einschlieBlich
der AGPs) prazipitiert.

Dazu wurde gekuhlter 99 %iger Ethanol (EtOH) vorlegt und der Extrakt hineingegossen:
die Menge an 99 %igen EtOH war so zu berechnen, dass eine 83 %ige ethanolische
Losung entstand. Die Fallungen wurden Uber Nacht bei 4 °C stehen gelassen,
abzentrifugiert (20 min bei 4 °C mit 20.000 g), trocknen gelassen, eingefroren und
schlieSlich gefriergetrocknet und ausgewogen. Je mindestens 1 mg davon wurde
acetyliert (Methode siehe 1V.6.1) und per Gaschromatographie (GC) vermessen.

Verwendete Gerate und Materialien

Mixer: Severin Typ 3718, Severin Elektrogerdte GmbH,

Sundern, Deutschland
Universalschuttler: SM, Fa. Edmund Buhler GmbH, Hechingen, Deutschland
Filter: Rundfilter 3 hw, Fa. Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Tinkturenpresse: Hafico-Hochdruck (HP)-Tinkturenpresse,

Fischer Maschinenfabrik GmbH, Neuss, Deutschland

3. Isolierung der Arabinogalaktan-Proteine

Aus den gewonnenen HMFs, die die hochmolekularen Polysaccharide und AGPs
enthalten, konnten nun spezifisch die AGPs mit Hilfe des (f-D-Glc)s-Yariv-
Phenylglycosids, welches vorher selbst synthetisiert (siehe 1V.3.1) wurde, gefallt werden.

3.1  Synthese des Yariv-Reagenzes
Die Synthese des (5-D-Glc)s-Yariv-Phenylglycosids (#GIcY) erfolgte in Anlehnung an
YARIV et al. (1962).
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Zunéchst wurde unter Verwendung von Palladium/Aktivkohle als Katalysator aus p-
Nitrophenyl-s-D-Glukopyranosid (1) durch Hydrierung mit elementarem Wasserstoff
Aminophenyl-f-D-Glukopyranosid (2) hergestellt.

AnschlieRend wurde eine eisgekihlte Losung bestehend aus p-Aminophenyl-4-D-glucose
gelést in 0,5M Salzsdure (HCI) zuerst mit Natriumnitrit zum Diazoniumsalz (3)
umgesetzt und danach zu einer auf Eis gekihlten 0,02 M Phloroglucinlésung (4) gegeben.
Dabei war es wichtig, dass dauerhaft gekihlt und der pH-Wert der Losung wahrend der
gesamten Zeit der Zugabe und zwei Stunden danach konstant bei pH 9 gehalten wurde.
Dies geschah mit Hilfe eines Autotitrators durch Zutropfen von 0,5 M Natriumhydroxid
(NaOH)-L6sung (Abbildung 7).

Glc._ Gle, Gle.,

(0]
O\O\ Hydrierung/Pd \*@\ + NaNO, O\Q\
HCI +
NO NH, N=NI

2

(1) (2) ()

(4) ll\ll
N
+ NaOH
pHY9 (5)
7
Glc

Abbildung 7: Reaktionsgleichung der Yariv-Reagenz-Synthese nach Yariv et al., 1962

Die Losung des durch Azokupplung entstandenen pGIcY (5) wurde mit Methanol im
Verhéltnis 1:1 (v/v) Uber Nacht bei etwa 4 °C gefallt und im Anschluss zentrifugiert (fir
20 min, bei 4.000 g).

Um den Riickstand, das pGIcY, aufzureinigen, wurde dieser in Wasser gelost, erneut im
Verhéltnis 1:1 (v/v) mit Methanol (MeOH) uber Nacht bei 4 °C gefallt, zentrifugiert
(20 min. bei 4.000 g) und bei 40 — 45 °C im Trockenschrank getrocknet.
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Um bei Analyse-Methoden eine Negativ-Kontrolle zu haben, konnte das (a-D-Gal)s-
Yariv-Phenylglycosid (aGalY) verwendet werden, da es keine Wechselwirkung mit AGP
eingeht und somit keine F&llung der AGPs bewirkt. Das aGalY wurde wie oben
beschrieben, allerdings aus p-Nitrophenyl-a-D-Galaktopyranosid, synthetisiert.

Verwendete Gerate und Materialien

Autotitrator: Metrohm 719 S-Titrino, Metrohm GmbH & Co. KG,
Filderstadt, Deutschland
Trockenschrank: Tv29, Fa. Memmert GmbH & Co. KG.,

Schwabach, Deutschland

3.2  Yariv-Fallung

Nach Ermittlung der Neutralzuckerzusammensetzung der HMFs per Gaschromatographie
(GC) konnten nun Anhand der ermittelten Arabinose- und Galaktosegehalte die
bendtigten Mengen an HMF, AGlcY, NaCl und Aqua bidest. fir die AGP-Fallungen
berechnet werden. Dabei wurde in Anlehnung an die Vorschrift von KREUGER und
VAN HOLST (1995) vorgegangen.

Fiur die AGP-Fallungen sollte das Verhaltnis von AGP und SGIlcY mdglichst 1:1 (m/m)
sein. Die Berechnung der bendtigten Mengen an HMF und SGIcY basierte darauf, dass
das AGP einen grofRen Anteil der Arabinose und Galaktose der gesamten HMF ausmacht.
Die jeweiligen Ldsungen B (1 mg/ml pGlcY, 0,3 M NaCl) wurden in die entsprechenden
Losungen A (HMF geldst in Aqua bidest. (mit Konz. von ca. 1 mg/ml AGP)) gegeben
und tber Nacht bei 4 °C gefallt.

Am ndchsten Tag wurden die Niederschlage (#GIcY-AGP) abzentrifugiert (15 min bei
6 °C mit 20.000 g).

Die Ruckstande wurden mit etwa gleichem Volumen Aqua bidest. versetzt, die fur die
jeweiligen Losungen A verwendet wurden.

AnschlieBend wurden die Lésungen auf 50 °C erhitzt und solange Natrium-Dithionit
hinzugegeben, bis die Losungen klar bzw. gelblich klar waren und auch beim Abkuhlen
farblich unveréndert blieben. Hatte sich die Losung erneut rosa gefarbt, musste weiteres
Natrium-Dithionit hinzugegeben werden. Die Zugabe des Natrium-Dithionits diente der
Zerstorung des fGlcY-AGP-Komplexes.

Danach wurden die Losungen fiir 5 Tage bei ca. 4 °C dialysiert und so das AGP von
pGlcY, Natriumchlorid (NaCl) und Natrium-Dithionit befreit.
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Die dialysierten Ldsungen wurden eingefroren, dann gefriergetrocknet und schliellich

ausgewogen.

Verwendete Gerate und Materialien

Magnetheizrihrer: RET basic, Fa. IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Fuhler: IKA ETS D5, Fa. IKA Labortechnik, Staufen
IVT-4, Fa. VWR, Darmstadt

Dialyseschlauche: VISKING®, Ausschlussgrenze 12.000 — 14.000 Dalton,
Fa. Medicell International LTD, London, England

3.3  Uberstand der Yariv-Fallung
Mit den Uberstanden aus der Yariv-Fallung (6GlcY-Fallung), die aufgearbeitet wurden,
wurde so verfahren, wie mit den Yariv-Fallungen, abgesehen davon, dass zu Beginn kein

Aqua bidest. hinzugegeben werden musste, da es sich schon um eine Lésung handelte.

3.4  Yariv-Fallung aus Uberstand
Wurde aus den Uberstanden der ersten Yariv-Fillung, erneut gefallt, also eine zweite
Yariv-Féllung durchgefihrt, so wurde wie unter 1V.3.2 beschrieben verfahren.

3.5 Doppelte Yariv-Fallung
Fur die doppelte Yariv-Féallung wurde im Anschluss an die erste Yariv-Fallung, nach
Aufreinigung dieser durch Zerstoérung des Yariv-AGP-Komplexes und anschliefender

Dialyse, eine erneute Yariv-Féllung durchgefihrt.

4. Geldiffusionstest

Um diesen  Test durchzufiihren, wurden autoklavierte (121 °C, 1 bar
Wasserdampflberdruck, 20 min.), 1%ige Agarosegele in 10 mM Tris-HCI-Puffer
(pH 7,3) mit 0,9 % NaCl und 1 mM Calciumchlorid in sterile Kunststoff-Petrischalen

gegossen. Aus den erhdrteten Gelen wurden je ein zentrales Loch (@ 4 mm) und vier

Locher (@ je 4 mm) im selben Abstand um das zentrale herum ausgestanzt. Die zentralen
Kavitdten wurden mit 20 pl pGlcY (1 mg/ml) und die anderen Kavitaten mit 20 pl Proben
in verschiedenen Konzentrationen gefullt (HMF-Proben 50 mg/ml und AGP-Proben
10 mg/ml).



Material und Methoden

So konnten Proben und pGlcY wéhrend der zweitdgigen Lagerung im Dunkeln bei
Raumtemperatur (RT) aufeinander zu diffundieren. Abhangig von der Probe bildeten sich

bei Wechselwirkung mit dem SGIcY unterschiedlich starke Prazipitationsbanden.

Verwendete Gerate und Materialien

Dampfsterilisator: VST 40/60 S, Fa. Zirbus Technology GmbH,
Bad Grund, Deutschland

Petrischale: Petrischale 92 x 16 mm mit Nocken, @ 9 cm,

Fa. Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

5.  Strukturaufklarende Analytik der HMF & des Yariv-
Uberstandes:

Charakterisierung des Polysaccharidanteils

5.1 Neutralzuckeranalytik mittels Acetylierung
Zur Methode siehe 1V.6.1.

6.  Strukturaufklarende Analytik der AGPs:

Charakterisierung des Polysaccharidanteils
6.1  Neutralzuckeranalytik mittels Acetylierung
Die Kohlenhydratanteile der Proben wurden zuerst mittels Hydrolyse, Reduktion und
Acetylierung nach der Vorschrift von BLAKENEY et al. (1983) in deren Alditolacetate
umgewandelt. So konnten die Neutralzucker der Proben anschlieBend mit Hilfe der
Gaschromatographie qualitativ und quantitativ bestimmt werden.
Dafur wurden 1 —2 mg der Proben genau eingewogen, mit 1 ml 2 M Trifluoressigsaure
(TFA) und 50 pl Inositol-Standard versetzt und 1 h bei 121 °C im Bioblock hydrolysiert.
Nach kurzem Abkihlen wurden die nun Monosaccharide enthaltenden Proben mdglichst
vollstdndig in Spitzkolben Gberfiihrt und dreimal mit 5ml Aqua bidest. mittels
Rotationsverdampfer bis zur Trockene einrotiert (ca. 10 mbar, Wasserbadtemperatur
40 °C).
Die von S&ure befreiten Proben wurden mit 200 pl 1 M waéssriger Ammoniaklésung
aufgenommen und damit alkalisiert. Durch Hinzugabe von 1 ml Natriumborhydrid in
Dimethylsulfoxid (1,0g NaBH; in 50 ml DMSO) und Inkubation bei 40 °C im
Trockenschrank wurden die Kohlenhydratmonomere zu den jeweiligen Alditolen
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reduziert. Nach 90 Minuten wurde die Reaktion mit 100 pl konzentrierter Essigsaure
beendet.

Im né&chsten Schritt wurden 200 pl 1-Methylimidazol als Katalysator und 2,0 ml
Acetanhydrid (Uber Molekularsiecb 4 A getrocknet) als Acetylierungs-Reagenz
hinzugegeben. Nach 20 Minuten wurde die Acetylierung durch Zugabe von 10 ml Aqua
bidest. gestoppt (Abbildung 8).

CH,OH
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CHOAc
CH,OAc

0 OH Alditolacetat

Abbildung 8: Reaktionsschema zur Uberfiihrung der Saccharide in Alditolacetate

Nach Ansduern mit 1 ml 0,1 M Schwefelsdure, konnten die Alditolacetate mit 1 ml
Dichlormethan ausgeschittelt werden. Die Dichlormethan-Phase wurde vorsichtig
abpipettiert und in Vial-Gefalie flr die GC-Messung uberfiihrt.

AnschlieRend erfolgte die Vermessung der Alditolacetate im Gaschromatographen.

Die qualitative Auswertung erfolgte Uber die Retentionszeiten der Zuckermonomere im
Vergleich zu den Retentionszeiten der Monomere der Zuckerreferenz (Fucose,
Rhamnose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galaktose und Glukose). Bei der quantitativen
Auswertung wurden die jeweiligen integrierten Peakflachen ins Verhaltnis zur Peakflache
des internen Standards (myo-Inositol) gesetzt. Da mit einem Flammenionisationsdetektor
(FID) gemessen wurde und dieser unterschiedlich stark auf die verschiedenen
Alditolacetate anspricht, mussten Korrekturfaktoren (s.u.) in Korrelation zum internen

Standard ermittelt und berticksichtigt werden.

Verwendete Gerate und Materialien
Trockenschrank: T 6060, Fa. Heraeus, Hannover, Deutschland

Molekularsieb: 4 A, Typ 514, Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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Gaschromatographie:

Gaschromatograph: HP 5890 Series Il, Fa. Hewlett Packard, USA
mit FID-Detektor
Referenzsubstanzen: L-(+)-Arabinose (> 99 %, Korrekturfaktor 1,16),

D-(+)-Galaktose (> 97 %, Korrekturfaktor 1,19),

D-(+)-Glucose (> 99,5 %, Korrekturfaktor 1,28),

D-(+)-Mannose (> 99 %, Korrekturfaktor 1,23) und

D-(+)-Xylose (> 99 %, Korrekturfaktor 1,36),

Fa. Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland;

L-(-)-Fucose (> 99 %, Korrekturfaktor 1,32),

Fa. NeoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland;

L-(+)-Rhamnose Monohydrat (> 99 %,

Korrekturfaktor 1,50), Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Saule: Fused-Silica Kapillarsaule (WCOT-Kapillarsaule),

Optima-225-0,25 pm (L 25 m, ID 0.25 mm),

Fa Macherey & Nagel, Diren

Tréagergas: Stickstoff

Flussrate: 1,2 ml/min

Splitverhéltnis: 1:30

Injektionsvolumen: 1l

Injektortemperatur: 240 °C

Ofentemperaturprogramm: 230 °C isotherm

Detektortemperatur: 250 °C

Software: HP GC Chemstation, Rev. A.09.03 [1417]

6.2  Bestimmung der Neutralzucker und Uronsauren mittels Silylierungsanalyse
Bei der Silylierungsanalyse nach BLETON et al. (1996) wurden die Monosaccharide der
AGPs in die jeweiligen Trimethylsilylester umgewandelt und so fir die Vermessung
mittels GC vorbreitet.

Daflr wurde zuerst 1,0 ml frisch hergestellte methanolische HCI zur getrockneten, mit
Stickstoff (N,) Uberschichteten Probe (1 —2 mg) hinzugegeben und diese fur 24 h bei
85 °C unter Stickstoffatmosphéare hydrolysiert. AnschlieBend wurde zum abgekihlten

Ansatz 50 ml Pyridin hinzupipettiert und unter N,-Begasung getrocknet. Um die S&ure
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vollstandig zu entfernen, wurde dieser Vorgang noch zwei Mal mit 0,1 ml MeOH
wiederholt.

Als Néchstes wurde der Ruckstand in 780 pl Pyridin gel6st und mit 220 pl 1-
(Trimethylsilyl)imidazol fir 2 h bei 80 °C unter N,-Atmosphdre umgesetzt, sodass die
Probe danach mit der GC-FID vermessen werden konnte. Die qualitative und quantitative
Auswertung fand, wie unter I1V.6.1 beschrieben, Uber die Retentionszeiten der
Zuckermonomere im Vergleich zu den Retentionszeiten der Monomere der
Zuckerreferenzen (Arabinose, Galaktose, Galakturonsédure und Glukuronsdure) und der
jeweiligen integrierten Peakflachen im Verhéltnis zur Peakflache des internen Standards
(myo-Inositol) unter Berticksichtigung der eingesetzten Mengen statt. Durch Verwendung
des FID ergaben sich in Korrelation zum internen Standard Inositol Korrekturfaktoren die
bei der Auswertung berlicksichtigt und bei jeder Messung neu bestimmt wurden. Fir die

quantitative Berechnung wurde jeweils nur der Hauptpeak herangezogen.

Verwendete Gerate und Materialien
methanolische HCI (fur 9 Proben):

- 7,7 ml getrocknetes MeOH

- 0,4 ml 2,2-Dimethoxypropan
- 1,3 ml Acetylchlorid (langsam hinzugetropft)
1-(Trimethylsilyl)imidazol: Fluka®Analytical, Fa. Sigma Aldrich

GC-FID:
Gaschromatograph: HP 5890 Series 1, Fa. Hewlett Packard, USA
mit FID-Detektor
Referenzsubstanzen: L-(+)-Arabinose (> 99 %), D-(+)-Galaktose (> 97 %),

D-(+)-Galakturonséure (>97 %), & D-(+)-Glukuronsaure

(> 97 %,), Fa. Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Saule: Fused-Silica Kapillarsaule (WCOT-Kapillarsaule),

Supelco SPB-1, 0,25 um (L 30 m, ID 0.25 mm),

Fa. Supelco Park, Bellefonte (PA), USA

Trégergas: Helium
Flussrate: 1,2 ml/min
Splitverhaltnis: 1:30
Injektionsvolumen: 1pl

Injektortemperatur: 270 °C
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Temperaturprogramm: Start: 1 min bei 170 °C, mit 2 °C/min auf 250 °C,

mit 10 °C/min auf 300 °C, 10 min auf 300 °C isotherm
Detektortemperatur: 320 °C
Software: HP GC Chemstation, Rev. A.09.03 [1417]

6.3  Kolorimetrische Quantifizierung der Uronsauren

Die Bestimmung des Gehaltes der Uronsauren wurde in Anlehnung an die
photometrische Methode von BLUMENKRANTZ und ASBOE-HANSEN (1973)
durchgefuhrt.

Etwa 2 mg der genau eingewogenen Proben wurden mit 4 %iger Schwefelsaure so geldst,
dass eine Konzentration von 2 mg/ml entstand.

200 pul der Proben wurden entnommen und mit 1200 pl Borax (Dinatriumtetraborat-
Decahydrat)/Schwefelsaure (0,288 g Borax auf 100 ml konz. Schwefelsdure) versetzt.

Es folgte eine Inkubation fur 20 min in einem 100 °C heiBem Wasserbad und
anschlieBend eine Abkthlung fir 10 min im Eisbad.

Danach wurden entweder 20 pl des Farbreagenzes (0,15 % 3-Hydroxydiphenyl in
0,5 %iger NaOH) oder 20 pl 0,5 %ige NaOH-Ldsung als Blindwert zugegeben.

Nach mindestens 15 min (und maximal 1h) bei RT wurde die Absorption der
Pinkfarbung spektralphotometrisch bei 525 nm vermessen.

Fur die Kalibrierung wurde eine Kalibrierungsreihe aus einer Glukuronséure-
Stammldsung (200 pug/ml) hergestellt und anschlieend wie mit den Proben verfahren.

Es wurden je ein Blindwert und eine Dreifachbestimmung der Proben und Standards
vermessen. Die Absorptionswerte der Proben mussten dabei im kalibrierten Bereich
liegen. Ansonsten wurde die Probenkonzentration angepasst.

Verwendete Gerate und Materialien

Spektrophotometer: Cary 50 Scan, Fa. Varian, Palo Alto, USA
mit Polystyrol-Kivetten, Fa. Sarstedt

6.4  Reduktion der Uronsauren

Die freien Carboxylgruppen der Uronséuren wurden entsprechend der Vorschrift von
TAYLOR und CONRAD (1972) mit Natriumbordeuterid zu zweifach deuterierten
Neutralzuckern reduziert. Anhand dieser konnten die Uronsduren der Bindungstypanalyse
mit der GC-gekoppelten Massenspektrometrie (GC-MS) zuganglich gemacht werden.
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Zuerst wurden 20 mg Probe in 20 — 30 ml Aqua bidest. geldst, mit einem Tropfen Octanol
(gegen die Schaumbildung) versetzt und unter Rihren die freien Carbonsduren durch
Zugabe von 216 mg N-Cyclohexyl-N"-[2-(N-methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-
toluolsulfonat aktiviert. Der pH-Wert der Losung wurde wéhrend der Zeit fur 4 h mit
0,01 M Salzséure konstant auf pH 4,75 gehalten. So wurde die freie Sauregruppe durch
das Carbodiimid zu einem reaktiveren Acylisoharnstoff umgewandelt und schlieRRlich
durch  langsames Zutropfen von  Natriumbordeuterid-Losungen  aufsteigender
Konzentration (4 ml 1 M, 5 ml 2 M und 5 ml 4 M) reduziert (Abbildung 9). Wahrend der
gesamten Reduktion wurde der pH-Wert mit 2 M Salzsdure konstant auf pH 7 gehalten,
um das Zersetzen des Natriumbordeuterids im Sauren und eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen aktivierter und nicht aktivierter Uronséure zugunsten der nicht

Aktivierten im Basischen zu verhindern.

Aktivierung NaBD,

Abbildung 9: Reaktionsschema der Uronsaure-Reduktion

Im Anschluss an die Reduktion wurde der pH-Wert der Losung mit Essigséaure auf pH 6,5

eingestellt, fiir 3 Tage dialysiert und gefriergetrocknet.

Verwendete Gerate und Materialien

Magnetrihrer: MR mini, Fa. Heidolph, Schwabach, Deutschland
Autotitrator: Metrohm 719 S-Titrino, Metrohm GmbH & Co. KG,
Filderstadt, Deutschland
Dialyseschlauche: VISKING®, Ausschlussgrenze 12000 — 14000 Dalton,

Fa. Medicell International LTD, London, England

6.5 Analyse der Bindungstypen

Zur Bestimmung der Bindungstypen der Monomere und Unterscheidung von Furanosen
und Pyranosen im Kohlenhydratanteil wurde die Methylierungsanalyse nach HARRIS et
al. (1984) durchgefiinrt.
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Herstellung der Dimethylsulfinyl-Kalium-L&sung (Dimsyl-Lésung)
Unter Stickstoff-Begasung wurden ca. 800 — 900 mg Kaliumhydrid/Paraffinél (35 %ig)

mehrmals mit ca. je 3ml (insgesamt ca. 20 ml) n-Hexan gewaschen, sodass das
Kaliumhydrid frei von Paraffinél war, und durch weitere Begasung mit Stickstoff
getrocknet werden konnte. Das getrocknete Kaliumhydrid wurde ausgewogen und
tropfenweise durch Zugabe von trockenem DMSO, unter standigem kihlen im Eisbad
und vorsichtigem Schtteln gegen die Schaumbildung, bis zu einer Endkonzentration von
77 mg/ml gel6st. Danach wurde die Losung noch weitere 30 min gerthrt.

Methylierung der Proben

Dafiir wurden je ca. 2 mg gefriergetrocknete Proben in 460 ul wasserfreiem DMSO
geldst und unter Stickstoff-Begasung, rihrend durch Zugabe der Dimsyl-L6ésung und des
eisgekiihlten Methyliodids nach folgendem Schema methyliert:

Zugabe Reaktionszeit
40 pl Dimsyl-Lésung 10 min

10 pl Methyliodid 5 min

120 pl Dimsyl-Losung 20 min

30 pl Methyliodid 10 min

240 ul Dimsyl-Losung 20 min

60 pl Methyliodid 10 min

400 pl Dimsyl-L6sung 30 min

300 ul Methyliodid 10 min

Die methylierten Proben wurden in Zentrifugen-Reagenzglaser mit einer
Chloroform/Methanol-Mischung (2:1 (v/v)) dberfihrt, 2 ml Aqua dem. hinzugefugt,
gevortext und 5 min bei 2.500 g zentrifugiert. Danach wurden die wassrigen Phasen, ohne
die Interphase zu verletzen, abpipettiert und verworfen. Dieser Waschvorgang wurde
noch vier Mal wiederholt. Zur Chloroform/Methanol-Phase (2:1 (v/v)) wurden 2,2 ml 2,2-
Dimethoxypropan, um das restliche Wasser zu binden, sowie 20 pl Eisessig und 3 -4
Siedeperlen gegeben.

SchlieBlich wurden die Mischung vorsichtig bei 90 °C im Bioblock, bis das Restwasser
abreagiert war, erhitzt und die Probenldsungen unter Stickstoff-Begasung getrocknet.
Hydrolyse der Proben

Die zuvor methylierten Proben wurden mit 1 ml 2 M TFA im Bioblock bei 121 °C fir 1 h

hydrolysiert und im Anschluss bei 40 °C wieder unter Stickstoff-Begasung getrocknet.
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Reduktion und Acetylierung der Proben

Den trockenen Hydrolysaten wurden je 2 ml frisch hergestellte 0,5 M Natriumborhydrid-
Losung (in 2 M Ammoniak) zugesetzt und 1 h bei 60 °C im Trockenschrank reduziert,
sodass die fir die glykosidische Bindung bzw. den Ringschluss verantwortlichen
Gruppen zu Hydroxylgruppen umgewandelt wurden. Die Reaktion wurde mit je 0,5 ml
Aceton gestoppt und das Losungsmittel erneut unter Stickstoff-Begasung bei 40 °C
abgedampft.

Fur die Acetylierung der zuvor freigesetzten Hydroxylgruppen wurden die Proben mit
200 pul Eisessig aufgenommen, 1 ml Ethylacetat und 3 ml Acetanhydrid hinzugeflgt und
geschuttelt. Durch Zugabe von 100 ul Perchlorsdure als Katalysator wurde die
Acetylierung gestartet und nach 5 min durch Kiihlung im Eisbad, Zugabe von 10 ml Aqua
dem. (durch Inaktivierung des restlichen Acetanhydrids) und 200 pl Methylimidazol
wieder gestoppt (Abbildung 10).

CH,OH GH,OMe

R R
- .
OH 0 MeO 0
o O] Hydrolyse — §HOAc
CH,0H CH,OMe Reduktion ~ GHOMe
Methylierung Acetylierung CHOAc
= M
Vo0 ow PO, Ome CHOMe
|
(HOAC
O OH O OMe CH,OMe
R R 1,3,5-0-Ac-

2,4,6-Me-Hexitol

Abbildung 10: Reaktionsschema der Methylierung und Umwandlung in Ac-Me-Hexitole (PMAAS)

Die dadurch entstandenen partiell methylierten Alditolacetate (PMAAS) wurden mit 2 ml
Dichlormethan ausgeschiittelt. Die Dichlormethanphase wurde abgenommen, etwa auf
die Halfe eingeengt und die Proben gaschromatographisch (u.a. mittels der GC-

gekoppelten Massenspektrometrie (GC-MS)) vermessen.

Verwendete Gerate und Materialien

Trockenschrank: Tv29, Fa. Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland
GC-MS:

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

Séule: Wall coated open tubular (WCOT)-Kapillarsaule (Fused

Silica), Permabond OV-1701/ OPTIMA-1701-0,25 um
(L 25 m, ID 0,25 mm),Fa. Macherey & Nagel, Diren
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Tragergas:
Flussrate:

Split:
Injektionsvolumen:

Temperaturprogramm:

Detektor/Injektor:
El-MS:

Software:

GC-FID:
Gaschromatograph:

Saule:

Tragergas:
Flussrate:
Splitverhaltnis:
Injektionsvolumen:
Injektor:

Temperaturprogramm:

Detektor:

Software:

Helium

1,0 ml/min

mit 7-15 psi (Verhdltnis: 1:1 bis 1:4)

1-5ul

Start: 120 °C, mit 8 °C/min auf 170 °C, mit 0,5 °C/min auf
185°C, mit 20 °C/min auf 250°C, 19,5min 250 °C
isotherm;

260 °C

HP MS Engine 5898 A; Fa. Hewlett Packard, USA

HP G 1034 C-Software fir MS Chemstation

HP 5890 Series II; Fa. Hewlett Packard, USA mit FID-
Detektor

WCOT-Kapillarsaule (Fused Silica), Permabond

OV-1701/ OPTIMA-1701-0,25 um (L 25 m, ID 0,25 mm),
Fa. Macherey & Nagel, Diiren

Helium

1,2 ml/min

1:50

1l

250 °C

Start: 2 min bei 170 °C, mit 1 °C/min auf 210 °C, 10 min
auf 250 °C isotherm;

240 °C

HP GC Chemstation, Rev. A.09.03 [1417]

Die Identifikation der PMAAs erfolgte durch Vergleich der relativen Retentionszeiten im

Totalionenchromatogramm (TIC), durch Analyse der Massenspektren und durch

Vergleich dieser Spektren mit denen bekannter PMAAS aus einer in der Arbeitsgruppe

erstellten Monosaccharidreferenz-Spektrenbibliothek. Die Bestimmung des Gehaltes der

PMAA s erfolgte tber die Auswertung der FID-Chromatogramme, indem die Peakflachen

integriert wurden. Das unterschiedliche Ansprechverhalten des FID wurde mit Hilfe von

Response-Faktoren ausgeglichen, gleichzeitig wurden dadurch die in % (m/m) erhaltenen
Ergebnisse in % (mol/mol) umgerechnet (SWEET et al., 1975).
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6.6  Smith-Degradation

Die Partialhydrolyse wurde genutzt, um den Polysaccharidteil der AGPs gezielt zu
fragmentieren. Dabei wurden vicinale Hydroxylgruppen bei gleichzeitiger Spaltung
zwischen den OH-Gruppen tragenden C-Atomen zu Carbonylgruppen oxidiert.
AnschlieBend wurden die entstandenen Carbonylgruppen zu primaren Alkoholgruppen
reduziert und schliellich sauer hydrolysiert, ohne glykosidische Bindungen zu spalten.
Die Smith-Degradation wurde nach den Vorschriften von USOV et al. (1997) und
FURNEAUX und STEVENSON (1990) durchgefuhrt.

Oxidation der Proben

Etwa 10-20mg der genau eingewogen Proben wurden mit 10ml 0,1 M
Natriumperiodat-L6sung versetzt und fur 48 Stunden bei dunkler Lagerung gerdhrt.
Uberschiissiges Natriumperiodat wurde durch Zugabe von Ethylenglycol (19,52 pl/ml
Periodat-L6sung) innerhalb von 3 h unter stdndigem Riihren umgesetzt.

Reduktion der Proben

Nach Zugabe von 100 mg Natriumborhydrid wurde fiir 20 h erneut rihrend inkubiert.
AnschlieRend wurde die Reduktion durch Neutralisation mit Eisessig gestoppt und dann
dialysiert (5d, 4 °C), um uberschussige Reagenzien zu entfernen. Danach wurden die
Proben gefriergetrocknet.

Hydrolyse der Proben

Fur die schonende Saurehydrolyse wurden die gefriergetrockneten Proben mit 0,5 M TFA
versetzt und bei RT geriihrt. Nach 15 h wurde die TFA durch Abrotieren entfernt und die

hydrolysierten Proben gefriergetrocknet.

Verwendete Gerate und Materialien
Magnetruhrer: MR mini, Fa. Heidolph, Schwabach, Deutschland

Dialyseschl&uche: VISKING®, Ausschlussgrenze 12.000 — 14.000 Dalton,
Fa. Medicell International LTD, London, England

6.7  Alkalische Hydrolyse

Mit Hilfe der alkalischen Hydrolyse in Anlehnung an VOLK et al. (2007) wurde der
Proteinteil der AGP-Proben zerstort, sodass die intakten Oligo- bzw. Polysaccharide mit
jeweils einer fur die Bindung verantwortlichen Aminoséure isoliert werden konnten.

Dazu wurden 20 mg Probe mit 3 ml 0,44 N NaOH fir 18 h bei 105 °C im Bioblock
hydrolysiert. Danach wurde fiir 20 min bei 8.000g zentrifugiert, der Uberstand

abgenommen und mit 1,0 N HCI neutralisiert. Nach Neutralisation wurde fur 9 Tage bei
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4 °C dialysiert und abschlielend gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Proben
wurden schliellich mittels Acetylierung und Gaschromatographie (siehe 1V.6.1) sowie

der Gelpermeationschromatographie (siehe 1V.9) analysiert.

Verwendete Gerate und Materialien

pH-Meter: 761 Calimatic, Knick Elektronische Messgerate GmbH
& Co. KG, Berlin, Deutschland mit Elektrode:
Mikroelektrode BlueLine 16 pH, Fa. SI Analytics GmbH,
Mainz, Deutschland

Dialyseschlauch: Spectra/Por® Membrane, MWCO 1.000 Da,

Fa. Spectrum Laboratories Inc., Deutschland

6.8  Oxalsaure-Hydrolyse

Da labile glykosidische Bindungen, wie v.a. die labile furanosidische Pentose Arabinose,
mit Hilfe saurer Hydrolyse nach GLEESON und CLARKE (1979) gespalten werden,
wurde etwa 20 mg der genau eingewogenen AGP-Probe in 3 ml 12,5 mM Oxalsdure
geldst und fur 5 h bei 100 °C im Bioblock erhitzt. Nachdem das Hydrolysat abgekuhlt
war, wurde zentrifugiert (10 min bei 6000 rpm) und der Uberstand durch Hinzugabe von
99 %igem EtOH bis zu einer Endkonzentration von 80 % ber Nacht bei 4 °C gefallt. Die
Féallung wurde kalt zentrifugiert (10 min bei 20.000 g bei 6 °C) und der Ruckstand
dreimal, durch Versetzen mit 4ml 80 %igem EtOH und anschlieBendem
abzentrifugieren, gewaschen. Der gewaschene und abgedampfte Rickstand wurde mit

2 ml H,O aufgenommen und gefriergetrocknet.

6.9 Infrarotspektroskopie

Um Hinweise zur Struktur bzw. zu bestimmten funktionellen Gruppen der Proben zu
erhalten, wurden die AGPs mittels Infrarotspektroskopie-Techniken der attenuated total
reflection (ATR, abgeschwachte Totalreflexion) und Fourier-Transformation (FT)
vermessen.

Es wurde mit einem Diamant-IR-Strahler gemessen.

Verwendete Geréate und Materialien

Spektrometer: Perkin Elmer, Universal ATR Sampling Accesory, Waltham, USA
Perkin Elmer, Spectrum 100, FT-IR-Spectrometer, Waltlham, USA
Software: Spectrum Version 10.4.2
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7. Strukturaufklarende Analytik der AGPs :

Charakterisierung des Proteinanteils
7.1  Photometrische Quantifizierung des Hydroxyprolin-Anteils
Die Hydroxyprolin-Gehaltsbestimmung wurde nach der Vorschrift von STEGEMANN
und STALDER (1967) durchgefuhrt.
Um den Gehalt des Hydroxyprolins in den Proben photometrisch vermessen zu kénnen,
wurden je 5 mg der AGPs mit 1 ml 6 M HCI fir 22 h bei 110 °C im Bioblock vollstandig
hydrolysiert und die Proteinanteile so in die einzelnen Aminosduren gespalten. Um die
unldslichen Probenbestandteile abzutrennen, wurde zweimal zentrifugiert (30 min bei
10.000 g). Die nach zweimaliger Zentrifugation erhaltenen Uberstande wurden fiir die
Herstellung der Verdiinnungen der Probenlésungen verwendet.
0,6 ml der verdunnten Probenldsungen wurden im 2 ml-Eppendorfgefa mit 0,3 ml
Oxidationsreagenz (Chloramin T (Trihydrat) 0,7 g in 10,0 ml Pufferlésung pH 6,8 (siehe
unten)) versetzt, gevortext und bei RT 20 min im Dunkeln gelagert. AnschlieBend wurden
0,3 ml Farbreagenz (4-Dimethylaminobenzaldehyd 2,0 g in 7,0 ml Perchlorsaure/13,0 ml
2-Propanol) zugesetzt. Nach erneutem Vortexen wurden die Proben fur 15 min in ein
Wasserbad von 60 + 0,5 °C gestellt. Danach wurde 3 min in Eiswasser gekihlt, dann
wurden die Proben 30 min bei RT stehen gelassen, schliellich gevortext und vermessen.
Die Extinktion der Losungen wurde bei 558 nm spektralphotometrisch gemessen.
Zur Herstellung der Kalibriergeraden wurde die Bestimmung mit je 0,6 ml der L-
Hydroxyprolin-Standardlésungen  aufsteigender ~ Konzentrationen (0,6 — 3 mg/l)
durchgefuhrt. Als Blindwerte wurde die Reaktion mit 0,6 ml Aqua dem. durchgefuhrt.
Der Mittelwert der Blindwerte wurde von den ermittelten Extinktionen abgezogen.

Von allen Messungen wurden Zweifachbestimmungen durchgefihrt.

Verwendete Gerate und Materialien

Spektrophotometer: Cary 50 Scan, Fa. Varian, Palo Alto, USA
mit Polystyrol-Kivetten, Fa. Sarstedt

Zusammensetzung des Puffers pH 6.,8:

- 2,60 g Citronenséure-Monohydrat
- 1,40 g Natriumhydroxid und

- 7,80 g Natriumacetat (wasserfrei)
- 25 ml 1-Propanol

ad 50 ml Aqua dem.
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7.2 Aminosaureanalytik mit Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Fur die Untersuchung der Aminosauren wurden in Anlehnung an GOLLNER et al.
(2010) je etwa 35 mg AGP mit 3,5ml 6 M HCI versetzt und fir 22 h bei 110 °C im
Bioblock hydrolysiert. Die abgekihlten Proben wurden fur 20 min bei 20.000 g
zentrifugiert, um die hydrolysierten und verkohlten Polysaccharidanteile der AGPs
abzutrennen. Die Uberstande (Proteinanteile der AGPs) wurden anschlieRend zur
Trockene einrotiert, in Aqua bidest. aufgenommen und gefriergetrocknet. Dieser Vorgang
wurde noch einmal zur Aufreinigung wiederholt.

Die Auftrennung und Quantifizierung der Aminoséauren erfolgte per High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) am Institut fur Pflanzenernéhrung und Bodenkunde der
Christian-Albrechts-Universitat (CAU). Dazu wurden die Proben in 20 %igem Acetonitril
(1 mg/150 pl) geldst und anschliel3end vermessen.

Verwendete Gerate und Materialien

HPLC:

Aminosaureanalysator: Biochrom 30, Fa. Biochrom, Berlin

Saule: PEEK-Trennséule HP, physiologisch

FlieBmittel: physiologisch, Li-Acetat-Puffer mit steigenden pH-Werten
Injektionsvolumen: 20 pl

Detektion: photometrisch, Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin

Detektor: PCB, Fa. Biochrom, Berlin
440 nm: nur fur Hydroxyprolin und Prolin

570 nm: fir alle anderen Aminosauren

8.  Elementaranalyse

Die Methode wird genutzt um die Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff,
Stickstoff und Schwefel sowohl qualitativ als auch quantitativ zu bestimmen. Die
Vermessung der Proben erfolgte am Institut fir anorganische Chemie der CAU mit Hilfe
der Verbrennungsanalytik.

Daflr wurden ca. 2 mg der Proben in Zinnkapseln genau eingewogen und in einem Ofen
bei 990 °C mit Hilfe von reinem Sauerstoff katalytisch verbrannt. Die bei dieser
Zersetzungsreaktion entstandenen Reaktionsgase wurden mit Helium als Tragergas direkt
uber einen 500 °C heiRen Kupferkontakt gefiihrt. Dabei wurde iberschiissiger Sauerstoff
gebunden und zuvor entstandene Stickoxide zu Stickstoff reduziert. Anschliefend wurden

die im Gasstrom enthaltenen definierten Produktgase Kohlenstoffdioxid, Schwefeldioxid,
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Stickstoff und Wasser gaschromatographisch aufgetrennt und nacheinander mit einem
Warmeleitfahigkeitsdetektor quantifiziert. Anhand der eingewogenen Probenmengen
konnten dann die Massenanteile der einzelnen Elemente Kohlenstoff, Schwefel,
Stickstoff und Wasserstoff berechnet werden.

Fur die Blindwertbestimmung wurden leere Zinnkapseln verwendet.

Das Gerat wurde mit Sulfanilamid kalibriert.

Verwendete Gerate und Materialien

Analysator: HEKAtech CHNS Analysator, Fa. HEKAtech GmbH,
Wegberg, Deutschland

8.1 Proteinquantifizierung

Anhand des Stickstoffgehalts aus der Elementaranalyse konnte der Proteingehalt mit
Hilfe der Multiplikation mit dem Faktor 6,25 nach KIELDAHL (1883) berechnet werden.
Die Berechnung des Proteinanteils ist auch durch die Kombination des absoluten Hyp-
Gehaltes der photometrischen Hyp-Bestimmung mit dem relativen Hyp-Gehalt der

Aminosaureanalytik moglich.

9.  Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) ist eine GrofRenausschlussflissigkeits-
chromatographie bei der das Material der S&ule die Auftrennung von Molekilen nach
ihrer GrolRe ermoglicht. Zur Detektion der von der Sdule austretenden Molekile wurden
ein Brechungsindex- (RI-, refractive index-) und ein Mehrwinkel-Lichtstreu- (MALLS-,
Multi-Angle-Light-Scattering-)Detektor verwendet.

Um die relativen und absoluten MolekulgroRen der Proben zu ermitteln, wurde zuerst mit
Hilfe der Pullulane - dabei handelt es sich um linear aufgebaute o-1,6-verknipfte
Polymaltotriosen aus dem Pilz Aureobasidium pullulans - kalibriert.

Dazu wurden je 5,0 mg bzw. 2,5 mg Pullulanstandard (siehe unten) in 1 ml Eluent bei
4 °C uber Nacht quellen gelassen, durchmischt und filtriert.

Die durch den RI-Detektor ermittelten Retentionszeiten wurden gegen die von der Firma
angegeben Molekulargewichte aufgetragen und so die Kalibriergerade ermittelt. Fir jede
Messung wurden 100 pl eingespritzt. Im Anschluss wurden 2 mg der Proben in 1 ml
Eluent Gber Nacht bei 4 °C und im Ultraschallbad gel6st und anschliefend, um die Saule
nicht zu stark zu verschmutzen, filtriert. Fur jede Messung wurde 100 pl auf die Sdule

gegeben. Wahrend der Vergleich mit den Pullulanen das hydrodynamische VVolumen der
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Proben liefert, konnen die absoluten Molekulargewichte mit Hilfe des MALLS- in

Kombination mit dem RI-Detektor ermittelt werden.

Verwendete Gerate und Materialien

Ultraschallbad: Sonorex super, Fa. Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Filter: NALGENE® Syringe Filter, 0,45 um PorengroRe, Celluloseacetat,
Fa. Thermo Scientific, Rochester, USA

GPC:

Gerat: PL-GPC 50 plus + RI-Detektor, Fa. Polymer Laboratories,
Varian, USA

Detektor: MALLS-Detektor mini DAWN, FA. Wyatt Technology Corp, USA

Vorséule: PL aquagel-OH Guard 8 um, 50 x 7,5 mm

Saulen: PL aquagel-OH 40 8 um, 300 x 7,5 mm

(MW Trennbereich: 10.000 — 200.000 Da),
2 x PL aquagel-OH Mixed 8 um, 300 x 7,5 mm
(MW Trennbereich: 6.000 — 10.000.000 Da),
Fa. Polymer Laboratories, Varian, USA
Eluent: 0,1 M-0,25 M Natriumnitrat (NaNO3),
0,01 M Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy);
pH 7, filtriert (0,1 um Filter) und entgast (Ultraschallbad)
Pullulane: Standards (2 mg/ml):
778.000 Da, 404.000 Da, 212.000 Da,112.000 Da,
47.300 Da, 22.800 Da, 11.800 Da, 5.900 Da
Stachyose (2 mg/ml): 667 Da,
Glukose (2 mg/ml): 180 Da
PL PS-Standard Kit SAC-10, Fa. Varian, Palo Alto, USA
Flussrate: 0,7 ml/min (bzw. 1 ml/min)
Sdulenofen: 35°C
Software: ASTRA fur Windows 4.73.04
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10. Mikroskopische Untersuchung der Sprossachsen und Mittelrippen
Von den zu untersuchenden frischen Pflanzen wurden diinne Sprossquerschnitte bzw.
Querschnitte der Mittelrippen der Wedel verschiedener Durchmesser mit einem
halbautomatischen Handmikrotom angefertigt. Diese Schnitte wurden verschiedenen

Féarbungen unterzogen.

10.1 Lichtmikroskopie

Zunéchst wurden Wasser-, lod-Kaliumiodid-, Chloralhydrat-, und Phloroglucin/HCI-
Préparate von frischen sowie in Ethanol (70 %), Eisessig und Formaldehyd (35 %)
(90/5/5 viviv)  konservierten Schnitten angefertigt, um Informationen (ber den
mikroskopischen Aufbau der Pflanzensprosse zu erhalten. Dazu wurden die Schnitte
entweder direkt als Wasserpraparat mikroskopiert und anschlieBend lod-
Kaliumiodidlésung  zugesetzt oder mit Chloralhydrat- bzw. ethanolischer
Phloroglucin/HCI-L6sung versetzt und dann mikroskopiert.

AuBerdem wurden Farbungen mit aGalY und pSGlcY (Vorgehensweise siehe 1V.10.2)
durchgefuhrt.

10.2 Fluoreszenzmikroskopie

Féarbungen von Schnitten mit «GalY und pGlcY, z.T. zusatzlich mit anschliel3ender
Markierung durch Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelte Antikdrper, dienten zur
Untersuchung der Lokalisation von AGPs in pflanzlichen Geweben (hier v.a. in den

Sprossachsen, Abbildung 11).

Sekundar-
antikdrper

Anti-Yariv-
Antikdrper

U Yariv-
* Reagenz

Abbildung 11: Schematische Darstellung der FITC-Farbung von AGPs in pflanzlichem Gewebe



Material und Methoden

Bei den Farbungen wurde wie folgt vorgegangen:
Die einzelnen Schnitte wurden mit einem Pinsel in die Kavitiaten einer 96-Well-Platte

uberflihrt. PBS-Puffer wurde zugetropft und nach 30 min wieder abpipettiert.

Nach 1h auf dem Schittler in Blockierpuffer wurde das PGlcY und fir die
Negativkontrolle das aGalY auf die Schnitte getropft und diese fur 1,5h auf dem
Schiittler inkubiert.

T Yariv-
' Reagenz

Danach wurde dreimal 5 min mit PBS-Puffer gewaschen und einige Schnitte mit einem
Lichtmikroskop mikroskopiert (siehe 1V.10.1).

Die restlichen Schnitte wurden 1 h mit dem polyklonalen Anti-Yariv-Antikorper (1:25
aus Kaninchen) auf dem Schiittler in der Feuchtkammer (96-Well-Mikrotitierplatte) bei
RT inkubiert.

Im Anschluss wurde wieder dreimal 5 min mit PBS-Puffer gewaschen und zweimal in der

Feuchtkammer fiir 5 min der Verdunnungspuffer zugesetzt.
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Anti-Yariv-
Antikorper

T Yariv-
' Reagenz

Schliel8lich konnte der FITC-markierte Sekundér-Antikorper (Sek-AK, 1:100, Anti-
Kaninchen) auf die Schnitte in die Feuchtkammer zugetropft werden und auf dem
Schattler fur 1 h einwirken.

Der Sek-AK wurde dreimal 5 min mit PBST-Puffer abgewaschen und der Puffer dann

durch dreimaliges Spulen mit Aqua bidest. entfernt.

Sekundér-
antikdrper

Anti-Yariv-
Antikorper

TS Yariv-
" Reagenz

Nun konnten die Schnitte auf einem Objekttrager platziert und Uberschissige Flissigkeit
mit Kimwipes® (fusselfreiem Zellstoff) abgesaugt werden. Sofort danach wurden die
Schnitte mit einem Tropfen Mowiol-DABCO zur Fluoreszenzverzogerung bedeckt und
mit einem Deckglaschen geschitzt. So wurden die Objekte etwa 12 h kiihl und dunkel
gelagert, damit das Mowiol-DABCO volistandig auspolymerisieren konnte und die
Schnitte mit Hilfe der konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM, i.d.R. 5-fach,
20-fach und 60-fach vergroRiert) mikroskopiert werden konnten.

Verwendete Gerate und Materialien
Handmikrotom: Fa. Euromex Microscopen BV, Arnhem, Niederlande

96-Well-Platte: Nunc-Immuno® Plates MaxiSorp® Surface,
Fa. Thermo Scientific, Waltham, USA
Schiittler: Vibrax-VXR, Fa. IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
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Lichtmikroskop: Zeiss Phasenkontrastmikroskop 473028, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland

Anti-Yariv-AK: 1:25 aus Kaninchen, Elution Q, gegen KLH gekoppeltes
pGIcY, Charles River Wiga Deutschland GmbH

FITC-markierte Sec-AK: 1:100, Anti-Kaninchen, Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Minchen, Deutschland

CLMS: TCS SP5, Fa. Leica, Wetzlar

Software: Leica LAS AF Light Version, Fa. Leica, Wetzlar
TBS-Puffer:

3,04 g TRIS-Carbonat, 8,78 g NaCl ad 1,0 | Aqua bidest.

Verdinnungspuffer:

0,3 % BSA, 1-2 Tropfen Tween20 in TBS-Puffer

Blockierpuffer:

3 % BSA in TBS-Puffer

PBS-Puffer, pH 7,4:

8,00g NaCl, 0,20g Kaliumchlorid (KCI), 1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPQ,), 0,24 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,) ad 1,0 | Aqua bidest.
PBST-Puffer, pH 7.,4:

0,05 % Tween20 in PBS-Puffer

Yariv-Reagenz:

4 mg p-Glc-Yariv, 0,15 M NaCl ad. 10 ml Aqua bidest.

Yariv-Negativ-Reagenz:

4 mg a-Gal-Yariv, 0,15 M NaCl ad. 10 ml Aqua bidest.

Mowiol-DABCO:

Zur Herstellung wurden 6 g Glycerol (analytical grade), 2,4g Mowiol 4-88 (Fa.
Calbiochem, San Diego, USA), 6 ml Aqua bidest., 12 ml 0,2 M TRIS-Puffer pH 8 und
0,1% 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) gemischt und 4-12h mit dem

Magnetrihrer gerihrt. Danach wurde die Suspension 2 h ruhen gelassen, 10 min bei

50 °C erwarmt und zentrifugiert (fir 15 min bei 5.000 g). Der Uberstand wurde in
Aliquots abgefullt und bei - 20 °C eingefroren.
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11. Biologische Aktivitaten der AGPs
11.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Testung der AGP-Proben mit ELISA, einem antikorperbasiertem Nachweisverfahren,
diente der Untersuchung der Reaktivitdit mit monoklonalen und polyklonalen
Antikorpern, die gegen Epitope des Echinacea purpurea-AGP gerichtet waren. Es wurde
ein kompetitiver ELISA durchgefuhrt, bei dem die enzymatische Farbreaktion umso
schwacher war, desto starker der primére Antikdrper wahrend einer Vorinkubation
gebunden wurde (Abbildung 12).

Der kompetitive ELISA wurde, wie in BARTELS und CLASSEN (2017) beschrieben,
durchgefuhrt.

Dazu wurde die 96-Well-Platte zundchst fir drei Tage bei 36 °C ohne Deckel mit
Echinacea-AGP (20 pg/ml H,O; 100 upl/Kavitat) inkubiert, sodass die Losung
eintrocknete und AGP maximal am Boden der Platte binden konnte. Danach wurde, um
ungebundene Bestandteile zu entfernen, dreimal mit PBST-Puffer (200 pl/Kavitat)
gewaschen und anschlieBend, um freie Bindungsstellen abzuséttigen, fur 1 h bei 36 °C
mit BSA-L6sung (10 mg/iml PBS; 200 pl/Kavitat) inkubiert. Uberschiissiges BSA wurde
durch erneutes dreimaliges Waschen der Platte mit PBST-Puffer entfernt. Parallel wurden
je 100 pl unterschiedlicher Konzentrationen (0-50 pg/ml PBS) der AGPs von
Lycopodium, Equisetum, Dryopteris, Osmunda, Pteridium und Echinacea mit je 100 pl
gegen Echinacea-AGP (Classen et al., 2005; Classen et al., 2004) gerichteten poly- oder
monoklonalem Antikdrper (1:100 bzw. 1:300 in PBS) fir 1 h bei 36 °C vorinkubiert.
Danach erfolgte eine dreifache Messung der AGP-AK Mischungen, indem zuerst 50 pl in
die Kavitaten pipettiert (nach Schema) und fur 1 h bei 36 °C auf der Platte inkubiert
wurden, die Platte wieder dreimal gewaschen und im Anschluss mit sekundarem,
alkalische Phosphatase (alk.P.) konjugiertem AK (gegen Kaninchen-lgG oder gegen
Maus-1gG, 1:500 in PBS) fir 1 h bei 36 °C behandelt wurde. Als Letztes wurde, zur
abermals zuvor gewaschenen Platte, die Substratlosung mit p-Nitrophenylphosphat
(pNPP, 0,1 mg/ml in 0,2 M TBS; 100 pL/Kavitat) hinzugegeben und die Absorption des

farbigen Produktes bei 405 nm mit einem ELISA reader gemessen.

Verwendete Gerate und Materialien

96-Well-Platte: Nunc-Immuno® Plates MaxiSorp® Surface,
Fa. Thermo Scientific, Waltham, USA
Brutschrank: Elektronisch geregelter Warmeschrank BE 200,

Fa. Memmert GmbH, Schwabach



Material und Methoden

monoklonaler AK: 4B8D3, siehe CLASSEN et al,. 2004

polyklonaler AK: 639 ,,Q%, siche CLASSEN et al,. 2005

alk.P. konjugiertem AK: gegen Kaninchen-IgG oder gegen Maus-1gG, 1:500 in PBS,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

ELISA reader: Tecan® Spectra Thermo, Fa. Tecan Group Ltd,

Mannedorf, Schweiz

\< Substrat gelbes
(pNPP) Produkt
Gk DD

¥ .
@@ @@@@@@

Abbildung 12: Vorinkubation mit primaren AK (links) & schematische Darstellung des kompetitiven
ELISA (rechts)

(4Gpy

11.2 Bindungsanalyse mittels Durchflusszytometrie

Die Bindung von verschiedenen AGPs an dendritische Zellen aus der Maus (DC2.4)
wurde mittels FACS getestet. Dabei wurden die Parameter so ausgewéhlt, dass man eine
optimierte Messmethode in Anlehnung an THUDE et al. (2006) erhielt. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte am Pharmazeutischen Institut in der Abteilung flr pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie der CAU.

Fur die Untersuchung der Bindungen wurden die Zellen, nach Kultivierung auf RPMI-
Medium, vorsichtig von der Flasche mittels Zellschaber abgelést und in 10 ml
modifiziertem PBS-Puffer suspendiert. Mit dieser Zellsuspension wurde, nach einer 1:10
Verdinnung mit PBS, eine Zellzdhlung mit 10 % Trypanblau in einer Z&hlkammer
durchgefiihrt. Anschlielend wurde die Zellsuspension durch Nylon-Netzfilter hindurch
aufgeteilt, um Zellcluster zu verhindern, und mit PBS so aufgefillt, dass jeweils 1 ml mit
1 Mio. Zellen pro FACS-Ro6hrchen vorlag.

Die FACS-R06hrchen wurden im Anschluss bei 1.200 rpm (294 g) fir 4 min zentrifugiert,
der Uberstand abdekantiert und die Zellen resuspendiert. Wenn unspezifische Bindungen
zuerst abgesattigt werden sollten, wurde eine 30 mindtige Inkubation auf Eis mit je 100 pl

2 %iger BSA-LoOsung (in PBS) und anschliefender Waschung, durch Zugabe von 1 ml



Material und Methoden

PBS, vortexen zum Vermischen, zentrifugieren (1.200 rpm, 4 min), Uberstand abgieRen
und erneutem Vortexen zum Resuspendieren der Zellen, durchgefiihrt. Entweder wurden
danach oder direkt je 100 pl der AGP-Verdinnungen (0,1 pg/ml — 100 pg/ml in PBS) in
die FACS-RoOhrchen pipettiert, gevortext und fir 1h bei 37°C inkubiert. Zu den
Kontrollen wurde statt einer AGP-Verdinnung die entsprechende Menge PBS-Puffer
hinzugefiigt. Nach der Inkubation wurden die Ansdtze in den FACS-R0Ohrchen erneut
gewaschen. Im nachsten Schritt konnten dann 100 pl des primaren polyklonalen
Antikorpers (aus Kaninchen gegen Echinacea-AGP, 1:50 bzw. 1:300 in PBS, CLASSEN
et al., 2005) hinzugegeben, gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert werden. Die
Kontrollen wurden gegebenenfalls wieder mit entsprechender Menge Puffer aufgefilit.
Nachdem die Ansdtze wieder gewaschen waren, wurde 100 pl FITC-markierter
Sekundarantikorper (aus Ziege, gegen Kaninchen-IgG, 1:100 in PBS) oder bei den
Kontrollen Puffer hinzupipettiert, fiir 90 bzw. 30 min auf Eis inkubiert und noch einmal
mit 1 ml Puffer gewaschen (Abbildung 13).

Um Messungen von 100.000 Events durchzufiihren, wurden die Proben mit 500 pl Puffer
versetzt und gemischt. Die Lebend-/Tot-Kontrolle wurde stattdessen mit 7-AAD
verdlnnt.

Bei den Kontrollen, die durchgefiihrt wurden, handelte es sich neben der
Zellpopulationskontrolle, in der nur Puffer und im letzten Schritt 7-AAD verwendet
wurde, um einen Blindwert, in dem nur Puffer verwendet wurde und einen Nullwert,
dessen AGP-Konzentration mit Puffer ersetzt wurde.

Die Zellen wurden mit Hilfe folgender Gates vermessen und ausgewertet: Zellen (SS
Integral gegen FS Integral), einzelne Zellen (FS Peak gegen FS Integral), lebende Zellen
(SS Integral gegen FL4 Integral) und FITC markierte + nicht markierte lebende Zellen
(SS Integral gegen FL 1 Integral).

Verwendete Gerate und Materialien

dendritische Zellen: DC2.4 aus C57BL/6 Maus, Passage 8-17,
siehe SHEN et al., 1997
Zellschaber: Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Z&hlkammer: Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer, Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda Kdnigshofen, Deutschland
Netzfilter: NY6000010, PorengroRe 60 um, Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland
FACS-R0Ohrchen: Tubes: Flow Cytometry, 5 ml 75x12 mm PS, Sarstedt
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polyklonaler AK:

FITC-Sekundérantikorper:

Durchflusszytometer:

Zentrifuge:

Trockenschrank:

Trypanblau:
RPMI Medium:

PBS-Puffer:

aus Kaninchen gegen Echinacea-AGP, 1:50 in PBS,
Squarix, Marl, Deutschland

aus Ziege, gegen Kaninchen-IgG, 1:100 in PBS,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Gallios-3L-10C mit Kaluza Software Version 1.3,

Fa. Co. Beckman-Coulter, Florida, USA

Heraeus® Megafuge® 3.0R,

Fa. Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA
Hybridization Oven Shaker RPN2511,

Fa. Amersham Pharmacia Biotech, California, USA
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

RPMI 1640 Fliissigmedium mit 2 g/l NaHCO3 und stabilem
L-Glutamin erganzt durch 10 % fetales BS, Penicillin
(100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), nicht essentielle
Aminosduren, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland und 2-
Mercaptoethanol (700uM), Sigma-Aldrich, Missouri, USA
PBS-Dulbecco-Lasung w/o Ca®* und Mg?*,

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

modifizierter PBS-Puffer, pH=7 4:

10 ml PBS-Puffer und 100 mg BSA ad 100 ml Aqua bidest.

Sekundar-
antikorper

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Zellmarkierung fur die Durchflusszytometrie mit AGP
(links) & Nullwert-Kontrolle (rechts)
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V. Ergebnisse

1. Isolierung der hochmolekularen Polysaccharid-Fraktionen

Die Ausbeute der HMFs, die man nach der Préazipitation mit EtOH erhielt, variierte in den
untersuchten Pflanzen zwischen 0,6 % und 7,0 % (Tabelle 1). Sie war sowohl abhéngig
von der Art, also auch vom Erntezeitpunkt.

Der niedrigste Gehalt an HMF wurde in Lycopodium gefunden und der mit Abstand
hdchste in Equisetum.

Auffallig ist auch, dass der Gehalt an HMF im Herbst héher war verglichen mit dem
Gehalt im Sommer aus demselben Jahr. Das konnte u.a. an einer hoheren
Starkespeicherung liegen, die zur Nahrstoffreserve der Pflanzen im Winter dient.
Pteridium wurde in zwei Sommern unabh&ngig voneinander isoliert. Auch hier traten
leichte Schwankungen (0,3% und 0,4 %) auf, was daran liegen konnte, dass die

klimatischen Bedingungen in verschiedenen Jahren durchaus unterschiedlich waren.
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Tabelle 1: Ausbeuten der hochmolekularen PS-Fraktionen (HMF)

Probe Ernte Einwaage: Auswaage: HMF [%0]
getrocknete  HMF [mg] bezogen auf 100 g
Droge [0] getrocknete
Droge

Lycopodium

annotinum Sommer 2013 100,0 693,5 0,7
Sommer 2014 100,0 596,7 0,6
Sommer 2015 100,0 865,0 0,9

Equisetum

arvense Sommer 2013 100,0 4869,7 4,9
Herbst 2013 65,0 3718,7 57
Sommer 2014 100,0 6984,7 7,0

Dryopteris

filix-mas Sommer 2013 100,0 1925,3 1,9
Herbst 2013 65,0 1507,0 2,3
Sommer 2014 100,0 938,9 0,9

Osmunda

regalis Sommer 2013 100,0 1323,3 1,3
Herbst 2013 100,0 1750,3 1,8
Sommer 2014 100,0 997,2 1,0

Pteridium Sommer 2013

aquilinum 1. Charge 1000 12857 13
Sommer 2013
2. Charge 100,0 1592,1 1,6
Herbst 2013 100,0 2642,5 2,6
Sommer 2014
1. Charge 100,0 924,3 0,9
Sommer 2014

2. Charge 100,0 1264,8 1,3
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2. Isolierung der hochmolekularen Arabinogalaktan-Proteine

Die aus den HMF mit BGIcY geféllten AGPs wiesen Ausbeuten von 0,08 % bis 0,19 %
(Tabelle 2) bezogen auf die getrocknete Droge auf. Auch hier waren Unterschiede
abhangig von der Art und dem Erntezeitpunkt zu erkennen aber unabhangig davon, ob im
Sommer oder Herbst geerntet wurde.

Lycopodium zeigte erneut den durchschnittlich niedrigsten Gehalt. Allerdings waren hier
die durchschnittlichen Ausbeuten alle etwa im selben Bereich (0,10 — 0,15 %). Vor allem
die Ausbeuten zweier voneinander unabhéngiger HMF-Isolationen der beiden Pteridium-
Sommerernten glichen sich.

Die HMF der Dryopteris-Sommerernten wurden in je zwei etwa gleich groRe Mengen
aufgeteilt und unabhéngig voneinander mit BGIcY gefallt. Im Hinblick auf die AGP-
Ausbeute waren diese Ergebnisse vergleichbar.

Die AGP-Ausbeute der Lycopodium-Ernte vom Sommer 2013 konnte nicht ausgewertet
werden, da dort wahrend der Dialyse, die zur Reinigung der AGP-Féllung diente,
Verluste auftraten. Sie héatte allerdings groRer als 0,09 % sein mussen, da diese Menge

schon ohne Verlust isoliert wurde.
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Tabelle 2: Ausbeuten der hochmolekularen AGPs

Probe Ernte Einwaage: Auswaage: AGP-Fraktion
HMF [mg] AGP-Fraktion [%] bezogen auf
[mg] 100 g getrocknete
Droge

Lycopodium

annotinum Sommer 2013 691 92,8 + Verlust >0,09
Sommer 2014 590 122,2 0,12
Sommer 2015 854 74,6 0,08

Equisetum

arvense Sommer 2013 4850 177,6 0,18
Herbst 2013 1048 22,8 0,12
Sommer 2014 6974 109,1 0,11

Dryopteris

filix-mas Sommer 2013 970 + 931 75,8 + 83,5 0,16
Herbst 2013 693 235 0,08
Sommer 2014 505 + 429 59,0 + 65,3 0,12

Osmunda

regalis Sommer 2013 1004 92,5 0,12
Herbst 2013 696 50,5 0,13
Sommer 2014 992 193,0 0,19

Pteridium Sommer 2013

aquilinum 1. Charge 1002 858 0.11
Sommer 2013
2. Charge 1389 99,5 0,11
Herbst 2013 871 56,1 0,17
Sommer 2014
1. Charge 920 120,7 0,12
Sommer 2014 1203 99.6 0,10

2. Charge
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Um eine vollstandigere AGP-Ausbeute zu erreichen wurden die Yariv-Uberstidnde noch
einmal mit pGIcY geféllt (IV.3.4). Allerdings wurden in den Yariv-Uberstanden der
getesteten Proben deutlich geringere Mengen an fallbaren AGPs (0,004 — 0,020 %,
Tabelle 3) gefunden. Dieses Ergebnis war nicht tiberraschend, da es sich nur um Reste der
HMFs handelte, aus denen bereits AGP gefallt wurde. Es zeigte jedoch auch, dass die
AGPs nicht vollstandig und in unterschiedlichem Ausmal aus den HMFs mittels Yariv-

Préazipitation gefallt worden waren.

Tabelle 3: Ausbeuten der aus dem Yariv-Uberstand geféllten hochmolekularen AGPs

Probe Ernte Einwaage: Auswaage: AGP-Fraktion
Yariv- AGP-Fraktion [%] bezogen auf
Uberstand [mg] 100 g getrocknete
[mg] Droge

Dryopteris

filix-mas Sommer 2014 263 19,5 0,020

Osmunda

regalis Sommer 2014 327 13,4 0,014

Pteridium

aquilinum Sommer 2014 328 3,8 0,004

Zudem fiel auch auf, dass sich das Probenmaterial der EtOH-gefallten HMFs nach der
Yariv-Fallung und Aufarbeitung des Yariv-Uberstandes verringert hatte. Die Auswaagen
der aufgearbeiteten Yariv-Uberstande waren fir Lycopodium 167 mg, fur Equisetum
331 mg, fur Dryopteris 268 mg, fur Osmunda 333 mg und fur Pteridium 334 mg. Von
den urspringlichen Mengen an dem fir die Yariv-Féllung eingesetzten HMF des
Sommers 2014, blieb abziiglich der Mengen an Yariv-Uberstand und AGP-Ausbeuten
noch eine erhebliche Differenz offen (Abbildung 14). Diese betrug fur Dryopteris 542 mg
(58,0 %), fur Osmunda 466 mg (47,0 %) und fir Pteridium 455 mg (49,5 %). Teilweise
konnte dieser Verlust dadurch begrindet sein, dass kleinere, zuvor mittels EtOH gefallte
Molekdle (bis 14 kDa) wéhrend der Dialyse aus der Probe herausgewaschen wurden. Bei
diesen kleineren Molekilen konnte es sich um niedermolekulare Polysaccharide handeln,
aber auch um an die Polysaccharide assoziierte wasserlosliche Verbindungen, wie
Gerbstoffe, die mit den HMFs mitgeféllt wurden. Auch die Gberwiegend braunliche und
bei Equisetum beige Farbe der HMFs lieR auf eine Verunreinigung mit anderen

Komponenten schliel3en, da reine Polysaccharide weil sind.
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Bei den zweiten Chargen von Pteridium betrugen die Auswaagen 567 mg und 497 mg fur
die aufgearbeiteten Uberstiande der Sommerernten 2013 und 2014. Damit ergaben sich,
im Vergleich zur ersten Isolation des Sommers 2014, &hnliche Differenzen der HMFs zur
AGP- und Uberstands-Ausbeute von 723 mg (52,1 %) und 606 mg (50,4 %).

Lycopodium
1000
2 800 .
mAGP ©US-YF mHMF
£ 600 -
(5]
S 400 -
(<5
= 200 -
0 - :
HMF US-YF & AGP
Equisetum Dryopteris
10000 1000
? 8000 g 800 -
£ 6000 - £ 600 -
(5] (5]
2 4000 - S 400 -
[<5) [<5)
= 2000 - = 200 -
0 — T 0 — T
HMF US-YF & AGP HMF US-YF & AGP
Osmunda Pteridium
1000 - 1000
= 800 - = 800 -
S 600 - S 600 -
[<5) [<5)
2 400 - 2 400 -
(3] [}
= 200 - — = 200 - —
O — T 0 — T
HMF US-YF & AGP HMF US-YF & AGP

Abbildung 14: Vergleich der Ausbeuten von den HMFs zu den Uberstianden der Yariv-Fallung (US-
YF) und AGPs
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3. Geldiffusionstest

Anhand des Geldiffusionstestes kann man makroskopisch die spezifische Prazipitation
von Bestandteilen der Polysaccharid-Fraktionen und der AGPs mit pGIcY erkennen
(siehe 1V.4).

Die Entstehung von Prazipitationsbanden der HMFs mit pGlcY im Geldiffusionstest
(ohne Abbildung), zeigte also, dass in diesen AGPs enthalten waren. Zum Teil waren
diese Banden, wie zum Beispiel fir Dryopteris, relativ schwach, was auf geringe
Konzentrationen an AGP oder eine generell geringe Konzentration an Zuckern
hindeutete. Auch das Ausbleiben auftretender Banden beim Geldiffusionstest ist kein
Beweis flir das Fehlen von AGPs, sondern kdnnte auch konzentrationsbedingt sein.

Die Anwesenheit der AGPs in den Proben, die mittels fGlcY aus den HMFs geféllt
wurden, wurde durch die Bildung von AGP-AGIlcY-Komplexen im Geldiffusionstest
bestatigt. Da  die  Starke  der  Prézipitationsbanden  dieser  Komplexe
konzentrationsabh&ngig ist und bei allen funf Proben dieselbe Konzentration (10 mg/ml)
verwendet wurde, waren die Banden etwa gleich stark (Abbildung 15).

Dryopteris-AGP

- Pteridium-AGP
Lycopodium-AGP

Equisetum-AGP Osmunda-AGP

Abbildung 15: Prézipitationsbanden des gGlcY mit den AGPs des Sommers 2014
AGP-Fraktionen: 10 mg/ml, Yariv: 1 mg/ml
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4.  Strukturaufklarende Analytik der HMF und des Yariv-
Uberstandes:

Charakterisierung des Polysaccharidanteils

4.1  Neutralzuckeranalytik mittels Acetylierung

4.1.1 Neutralzuckeranalytik der HMF

Die qualitative wie die quantitative Zusammensetzung der HMFs variierte abhangig von
der Art und bei Equisetum, Dryopteris und Osmunda auch mit dem Erntezeitpunkt
(Tabelle 4). Die Zuckerausbeuten der HMFs reichten abhdngig von Art und
Erntezeitpunkt von 7,4 % bis 41,8 % und waren somit sehr unterschiedlich. Generell
zeigten sich bei den Herbsternten niedrigere Zuckergehalte als bei den Sommerernten aus
demselben Jahr. Durchschnittlich waren sie fur Equisetum sehr gering (9,6 %) und fir die
anderen untersuchten HMFs etwas hoher und in vergleichbarer Konzentration (22,2 —
27,0 %). Neben der braunlichen Farbe des Probenmaterials deuteten auch die niedrigen

Zuckerausbeuten auf andere nicht zuckerartige Komponenten, wie z.B. Gerbstoffe, hin.

Bei Lycopodium bestand der Zuckeranteil zu gleichen Teilen hauptsachlich aus Galaktose
und Arabinose, gefolgt von erheblichen Mengen Glukose (Glc). Glukose war auRerdem
das Hauptmonosaccharid in Equisetum-HMF, welche zusétzlich in hoher Menge
Arabinose, gefolgt von ebenfalls hohen Mengen Galaktose enthielt. Dryopteris, Osmunda
und Pteridium wiesen wie Lycopodium vor allem auch Galaktose und Arabinose im
Zuckeranteil auf, der bei Osmunda und Pteridium aber mit beachtlichen Mengen an
Mannose (Man) und bei Pteridium auch durch Xylose (Xyl) und Fucose (Fuc) erganzt
wurde. Bei den HMFs der héheren Farne berwog bei den Ara/Gal-Verhéltnissen (bis
1:4,0) allerdings meist deutlich der Galaktoseanteil.

Bei allen untersuchten HMFs, auBer der von Lycopodium, war aufféllig, dass das seltene
Monosaccharid 3-O-Methyl-Rhamnose (3-O-Me-Rha, Trivialname: Acofriose) in der
Zuckerzusammensetzung auftauchte. Dieser wurde mittels Retentionszeit des
entsprechenden Alditolacetats und des Massenspektrums des zugehorigen PMAAS
1,2,4,5-Tetra-O-acetyl-3-O-methyl-rhamnitol identifiziert. Der Gehalt an 3-O-Me-Rha lag
in der Osmunda-HMF mit 4,0 — 7,0 % tber dem der anderen Monilophyten (0,8 — 2,7 %).



Tabelle 4: Monosaccharidzusammensetzung der HMFs in % (m/m)

(Werte aus Dreifachbestimmung)

Ergebnisse

Lycopodium  Equisetum Dryopteris Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum
Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013
Sommer 2014  Herbst 2013 Herbst 2013 Herbst 2013 Herbst 2013
Sommer 2015 Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014
Aus- 32,2+10,2 128+0,6 30,6 £2,6 29,4 +£6,4 29,3+29
beute 292+ 49 8,615 8,509 170+28 20,7+ 0,6
194+ 0,8 74+£19 418+24 28,3+2,6 165+1,0
Gal 32,1+£0,5 15,0+ 0,7 72,5+2,3 37,7+£2,0 37,7+£0,8
30,1+£0,6 22,2+0,3 32,3+£2,2 36,127 375+1,6
32011 106 £1,7 71,8+1,2 419+18 379+1,6
Ara 295%£0,3 18,6 £0,7 19,3+0,8 174+11 155+1,1
30,614 22,2+0,4 36,4+£1,0 37,2+£2,6 15,0+ 0,7
329+04 195+1,6 178+0,5 26,3+ 0,7 18,6 +1,6
3-0- - 1,0+0,8 08+0,1 40+1,4 2,005
Me- - 2,3+0,9 21+172 55+£1,6 1,7+£0,7
Rha — 1,3+04 09%0,0 7,710 2,7x0,3
Rha 1,2+0,1 1,1+0,1 09+0,1 21+04 1,3+0,1
1,1+£0,2 3,3+£0,3 19+0,7 2,6+0,1 0,704
09x0,2 15+£05 1,1+£0,1 2704 1,4+0,3
Fuc 43+0,9 03+04 06x0,1 14+0,2 9,7x1.1
1,1+0,2 0611 24+£05 24+04 10,5+0,8
14+0,2 05%+0,9 0,6+0,2 18+0,2 9015
Xyl 9617 1,2+£05 1,2+0,1 70+1,7 151+1,7
44+04 1,7+0,3 42+0,7 35+£0,6 18922
3903 19+£10 16+0,2 35+0,1 17,7+1,3
Man 6,704 3,5+£0,7 2,1+£0,8 17,3+£0,7 13,8+2,6
5005 43+0,7 57+0,2 58+04 7,6 £0,5
7,0£0,2 30x14 2,1+£0,2 108+14 76+11
Glc 16,6 +£1,4 59,3+1,2 2,6+0,7 131+14 49+0,8
27,7+2,2 43,4+1,3 150+0,9 6,9+0,6 8,1x1.1
219+14 61,7+ 238 41+0,1 53+£0,3 51%£20
Ara: 1:11 1:0,8 1:3,8 1:2,2 1:25
Gal 1:1,0 1:1,0 1:0,9 1:1,0 1:25
1:1,0 1:05 1:40 1:1,6 1:2,0
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Fur Pteridium zeigte die zweifache voneinander unabh&ngige HMF-Isolation beider
Sommerernten (2013 und 2014), dass die Ausbeute und Monosaccharidzusammensetzung
innerhalb eines Jahres vergleichbar war (Tabelle 5). Beim Vergleich der Pteridium-HMFs
aus den Sommerernten verschiedener Jahre hingegen waren geringe Unterschiede zu
sehen. So trat in der Sommerernte 2014 mehr Ara und damit verbunden auch ein anderes
Ara/Gal-Verhaltnis auf. Ebenso variierte die Ausbeute abhdngig vom Erntezeitpunkt. Sie

war in der Sommerernte 2014 geringer als in dem Jahr zuvor.

Tabelle 5: Vergleich der HMF-Monosaccharide in % (m/m) bei zweifacher unabhangiger Extraktion
anhand von Pteridium aquilinum
(Werte aus Dreifachbestimmung)

Pteridium aquilinum

Ernte Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2014 Sommer 2014
1. Charge 2. Charge 1. Charge 2. Charge

Ausbeute 29,3+29 23615 16,5+ 1,0 17,6 + 4,2
Gal 37,7+0,8 39,1+0,3 37,5+0,8 379+16
Ara 155+11 135+0,5 18,5+0,1 18,6 + 1,6
3-O-Me-Rha 20+0,5 20+0,3 2,7£0,5 2,7+0,3
Rha 1,3+0,1 09%0,1 15+0,0 14+0,3
Fuc 9,7+x11 12,6 £0,2 6,7+0,3 90+15
Xyl 151+17 19,7+0,8 145+0,2 17,7+1,3
Man 138 +2,6 7,1+£0,.2 10,4 £0,9 7611
Glc 49+0,8 51+04 82+13 51+£20
Ara: Gal 1:25 1:29 1:2,0 1:21
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4.1.2 Neutralzuckeranalytik des Yariv-Uberstandes

Da Uberprift werden sollte, ob die AGP-Fallung aus den HMFs mittels fGIcY vollstéandig
stattfand, wurde der aufgearbeitete Uberstand der Yariv-Fallung hinsichtlich der
Monosaccharidzusammensetzung untersucht. Zusatzlich lieferte die
Zuckerzusammensetzung der Yariv-Uberstinde interessante Hinweise auf weitere in der
Zellwand der untersuchten Arten vorhandene Polysaccharide. Auch die Uberstinde, die
man aus den aufgearbeiteten Uberstanden der ersten Yariv-Fallung nach zweiter Yariv-

Fallung erhielt, wurden analytisch untersucht (Tabelle 6).

Tabelle 6: Monosaccharidzusammensetzung der Yariv-Uberstande (US) vom Sommer 2014 in
% (m/m) nach erster und zweiter Yariv-Fallung (YF)
(Werte mit Standardabweichung: n=3)

Lycopodium  Equisetum Dryopteris Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum
USerste YF  USerste YF USerste YF  USerste Y USerste YF
US zweite YF US zweite YF US zweite YF
Aus- 48,1+3,0 63,7+5,9 59,3 44,1 42,5
beute 54,2+ 6,0 46,4 + 1,4 45,4+ 1,9
Gal 23,7+0,5 9,0£0,5 64,5 34,1 35,0
61,8 0,7 341172 351x0,1
Ara 319+14 142+14 22,6 26,2 15,2
25,8+0,9 25,1+£0,7 141+0,1
3-0-Me- _ 1,7+0,3 2,9 9,0 2,7
Rha 1,9+02 84+06 1,9+01
Rha 14+0,1 1,0+£0,1 1,3 3,0 1,3
16+0,0 3,1+£0,1 1,2+£0,1
Fuc 2,2+0,2 0,1+0,2 0,8 1,2 10,6
05+0,1 0,8+0,1 11,2+0,3
Xyl 9,6+0,3 05+04 2,4 5,6 23,3
2,8+£0,1 52+04 24,7+ 0,3
Man 42+04 29+0,1 2,2 15,1 8,8
1,7x+0,7 16,0£0,3 9,4+05
Glc 27011 706+1,1 3,3 5,8 3,2
39+0,8 73+15 24+0,1
Ara: 1:0,8 1:0,6 1:29 1:1,3 1:23
Gal 1:24 1:14 1:25
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Die Zuckerausbeuten waren bei allen Proben verglichen mit den Zuckerausbeuten der
HMFs deutlich hoéher, vor allem fur Equisetum war diese in der HMF sehr gering (7,4 %)
und im Uberstand der Yariv-Fallung am héchsten (63,7 %). Dieses Phanomen konnte
durch groRere Mengen von niedermolekularen (Nicht-)Zuckern bedingt sein, die evtl. in
der HMF mitgefallt und erst wéhrend der Dialyse abgetrennt wurden (siehe V.2). Die
Unterschiede zwischen den HMFs- und Uberstands-Ausbeuten fiir die anderen
untersuchten Proben waren zwar deutlich geringer als 56,3 %, lagen aber dennoch bei
beachtlichen 15,8 — 28,7 %.

Verglichen mit den Zuckeranteilen der HMFs war in Lycopodium, Dryopteris und
Osmunda der Galaktoseanteil deutlich geringer, wohingegen in Equisetum Arabinose
deutlich weniger und bei Pteridium sowohl Galaktose also auch Arabinose etwas weniger
vorkamen. Daflr waren bei Lycopodium und Pteridium die Xyloseanteile, bei Equisetum
der Glukoseanteil, bei Dryopteris der Arabinose- und bei Osmunda der Mannoseanteil am
starksten erhoht (Abbildung 16 bzw. Tabelle 6). Insgesamt lieRen die Ara/Gal-
Verhaltnisse von Lycopodium und Equisetum vermuten, dass dort eine zweite Yariv-
Féallung unnétig war. Fir die anderen Farne war eine erneute Yariv-Fallung aus dem
Uberstand aufgrund der Ara/Gal-Verhaltnisse kombiniert mit den hohen Zuckerausbeuten
und -anteilen an Galaktose und Arabinose sinnvoll. Die Monosaccharidzusammensetzung
beim Vergleich der Yariv-Uberstande nach erster und zweiter Yariv-Fallung veranderte

sich zueinander kaum (Tabelle 6).
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Abbildung 16: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzungen von den HMFs zu den Uberstianden
der Yariv-Féllungen
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,

OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum

Insgesamt waren die Unterschiede der Monosaccharidzusammensetzung zwischen den
HMFs und den Yariv-Uberstinden gering ausgepragt. Dies war nicht verwunderlich, da
der Unterschied zwischen diesen beiden Polysaccharidfraktion eigentlich nur darin
bestand, dass die AGPs, die mengenmaRig einen sehr geringen Teil ausmachten, in den
Yariv-Uberstanden fehlten. Allerdings kénnte der bereits erwahnte Verlust an
niedermolekularen Molekilen wahrend der Dialyse nicht nur auf die Ausbeute sondern

auch auf die Zusammensetzung Einfluss genommen haben.

Anhand von Pteridium wurden die Yariv-Uberstande hinsichtlich ihrer Vergleichbarkeit
verschiedener Jahre und innerhalb eines Jahres aber verschiedener Chargen untersucht.
Die Uberprifung der Yariv-Uberstiande nach erster Yariv-Féllung zeigte, dass innerhalb
einer Ernte (Sommer 2014), aber unabhédngiger Extraktion, keine wesentlichen
Unterschiede auftraten. Bei unterschiedlichen Ernten waren die Varianzen bei Arabinose
und Fucose etwas starker ausgepragt, ansonsten aber waren die Konzentrationen auch
vergleichbar (Tabelle 7). Aus der im Sommer 2013 Uber 5 % geringeren Konzentration an
Arabinose ergab sich fir diese Ernte auch ein anderes Ara/Gal-Verhéltnis (1:3,6) als fur
das des Sommers 2014 (1:2,3).
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Tabelle 7: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung des Yariv-Uberstands in % (m/m) bei
zweifacher unabhangiger Extraktion anhand von Pteridium aquilinum
(Werte mit Standardabweichung: n=3)

Pteridium aquilinum

Sommer 2013 Sommer 2014 Sommer 2014

2. Charge 1. Charge 2. Charge
Ausbeute 332+1,6 42,5 27543
Gal 36,8+1,0 35,0 36,4+1,2
Ara 10,4 +0,3 15,2 16,0 £ 0,6
3-O-Me-Rha 15+0,2 2,7 1,8+0,3
Rha 1,1+0,2 1.3 1,2+0,0
Fuc 151+0,4 10,6 11,9+04
Xyl 254+111 23,3 24005
Man 7,4+0,7 8,8 6,6 +0,4
Glc 2,4+0,7 3,2 21+05
Ara: Gal 1:3,6 1:2,3 1:2,3

5.  Strukturaufklarende Analytik der AGPs:

Charakterisierung des Polysaccharidanteils

5.1 Neutralzuckeranalytik mittels Acetylierung

5.1.1 Neutralzuckeranalytik der AGPs

Abhéngig von Art und Erntezeitpunkt variierten die Zuckerausbeuten der AGPs (25,7 —
62,1 %, Tabelle 8). Durchschnittlich lagen sie fur Equisetum bei 60,3 %, fir Lycopodium
bei 57,3% und fir die AGPs der leptosporangiaten Farne in etwa halb so hoher
Konzentration (34,8 — 35,6 %) vor. Dass die Zuckerausbeuten nicht 100 % entsprachen,
lag neben einem Proteinanteil von typischerweise um die 10 % auch an dem
Vorhandensein von sauren Monosacchariden, der Hygroskopie der AGPs und anderen
nicht zuckerartigen Komponenten, auf welche die beige Farbe des Probenmaterials
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hindeutete. Der Nachweis von Gerbstoffen mittels FeCl; zeigte leicht blauliche
Féarbungen und somit positive Reaktionen.

Die Zusammensetzung der neutralen Monosaccharide der AGPs, welche aus den HMFs
mittels AGIcY geféllt wurden und dessen Ursprungsmaterial im Sommer geerntet wurde,
war innerhalb einer Art vergleichbar. Weitestgehend stimmten die Zusammensetzungen
auch unabhangig vom Erntezeitpunkt berein. Dominierendes Monosaccharid in den funf
untersuchten AGPs war immer Galaktose (ca. 50 — 60 %) gefolgt von Arabinose (ca. 30 —
40 %). Im Falle der AGPs von Lycopodium und Equisetum war das Ara/Gal-Verhaltnis
durch hohere Arabinosemengen (1:1,3) im Vergleich zu den leptosporangiaten Farnen
(1:1,7-1:1,9) verandert. Beachtliche Unterschiede in Bezug auf den Erntezeitpunkt
wurden vor allem bei dem AGP von Dryopteris gefunden. Dort wurde im AGP aus der
Herbsternte weniger Galaktose dafiir mehr Arabinose und Glukose detektiert. Auch die
AGPs aus den Herbsternten der anderen leptosporangiaten Farne zeigten Ara/Gal-
Verhaltnisse, die im Vergleich zu den Sommerernten eher geringere Mengen Galaktose

beinhalteten.

In allen AGPs mit Ausnahme des Lycopodium-AGP wurde 3-O-Me-Rha nachgewiesen.
Den hochsten Gehalt zeigte das AGP von Osmunda und den niedrigsten das von
Dryopteris (Abbildung 17). AuBerdem wies Lycopodium-AGP generell nur Spuren
(Sommer 2013 und 2014) unmethylierter Rhamnose auf oder Rhamnose war gar nicht
vorhanden (Sommer 2015). Mit der Ausnahme vom Osmunda-AGP aus dem Jahr 2014
war die methylierte Rhamnose in den APGs immer in héherer Konzentration vorhanden
als in den HMFs. Das lielR darauf schlielen, dass Acofriose hauptsachlich als Teil des
AGPs in den Zellwanden der untersuchten Pflanzen vorkam. Das Verhaltnis von
Rhamnose zu methylierter Rhamnose variierte zwischen den Arten und war bei
Equisetum durchschnittlich 1:8,4 und bei den leptosporangiaten Farnen zwischen 1:1,7
und 1:3,5.

Die Monosaccharide Rhamnose, Fucose, Mannose und Glucose waren im Durchschnitt
alle nur in kleinen Mengen (bis 3 %) in den AGPs vorhanden. Eine Ausnahme stellt die

Glukosekonzentration im Equisetum-AGP dar, die mit ca. 6 % etwas héher lag.



Ergebnisse

Tabelle 8: Monosaccharidzusammensetzung der AGPs in % (m/m)

(Werte aus Dreifachbestimmung)

Lycopodium  Equisetum Dryopteris Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum
Sommer 2013 Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013
Sommer 2014  Herbst 2013 Herbst 2013 Herbst 2013 Herbst 2013
Sommer 2015 Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014
Aus- 31,0+£8)9 61,8+ 13,2 25,7+ 1,7 457+1,3 46,9 £ 12,7
beute 52,5+£9,5 61,3+ 24 419+1,0 319+£1,2 288+ 1,6
62,1+ 3,8 579+ 6,2 37,8£3,0 26,7 +£39 31,1+ 41
Gal 49,0x+0,8 458+14 58,4+28 58,0+ 35 56,8 £ 2,8
52,8 +15 50,8 £ 0,6 471+34 52,025 548+1,1
539+£0,5 47310 61,8+0,4 545+14 55,8 +1,7
Ara 39,0+£0,8 37,8+£0,9 325+£1,6 28,4+18 29417
42,4 £0,6 359+04 36,1+24 33413 29,6 £0,7
43,1+£0,3 388+1,7 29,7+ 1,7 33,1+£0,5 295+1,8
3-O- - 38+0,9 1,4+0,9 72+13 3,7+0,7
Me- - 57+£05 3,8+0,2 6,7+0,9 44+10
Rha — 5701 24+£0,1 7,1+£0,2 46+05
Rha 05+0,1 05x0,1 16%0,1 2,2%0,2 1,7+£0/4
0,3x0,2 0,7x0,7 2,0£05 2,1+0,2 29+0,1
0,7x0,2 1,3+£0,1 16+05 20x£0,1
Fuc 1,2+£0,1 0,3+0,3 1,1+£0,1 05%0,2 2,3%+0,2
04%0,1 - 1,2+£0,1 1,2+0,3 19+0,1
06x0,1 00x0,1 0,7x0,1 0,3+0,3 22%0,2
Xyl 29+04 06x0,7 09x0,0 05x0,1 22%0,2
06x0,2 16+0,2 2,0£0,7 0,2+0,2 15+0,1
02x0,2 00x0,1 0,7x0,2 0404 20+0,1
Man 2,3+0,8 18+0,8 2,7+£0,2 2,2+0,3 26x0,6
1,0+£04 19+04 3,7x0,7 2,3+04 24+04
14+0,1 1,0£0,0 2,3+£0,2 15+0,3 20x£0,8
Glc 51+1,0 9412 1,4+0,2 1,0+0,1 1,2+0,6
2,5+0,6 3,4+£0,6 4156 2,1+0,6 25+10
08x0,1 6,5+0,7 1,1+£0,1 15+0,3 1,8+0,9
Ara: 1:1,2 1:1,2 1:18 1:2,0 1:20
Gal 1:1,3 1:14 1:1,3 1:1,6 1:18
1:1,3 1:1,2 1:21 1:1,7 1:19
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Abbildung 17: FID-Chromatogramme der Alditolacetate von a Lycopodium- und b Osmunda-AGP

Beim Vergleich unabhéngiger AGP-Isolierungen am Beispiel von Pteridium liel sich

erkennen, dass der unterschiedliche Zeitpunkt der Extraktion die Zusammensetzung der

AGPs nicht wesentlich beeinflusste. Auch der Zeitpunkt der Ernte spielte bei der

Monosaccharidzusammensetzung keine Rolle (Tabelle 9). Obwohl die AGPs des

Sommers 2013 (2. Charge) und des Sommers 2014 (2. Charge) aus unterschiedlichen

Jahren stammten, waren sie sich hinsichtlich der Zuckerzusammensetzung sehr &hnlich.
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Tabelle 9: Vergleich der AGP-Monosaccharide in % (m/m) bei zweifacher unabhangiger Extraktion
anhand von Pteridium aquilinum
(Werte aus Dreifachbestimmung)

Pteridium aquilinum

Ernte Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2014 Sommer 2014
1. Charge 2. Charge 1. Charge 2. Charge

Ausbeute 46,9 + 12,7 46,6 + 3,0 311+41 419+17
Gal 56,8 +2,8 55,2+0,9 558+1,7 558+0,1
Ara 294+17 318+04 295+18 30,8+0,3
3-O-Me-Rha 3,7+0,7 53+0,2 46 +0,5 51+04
Rha 1,7+0,4 19+01 20+01 20+0,1
Fuc 2,3%£0,2 19+01 2,2 +0,2 1,8+0,2
Xyl 22+0,2 1,0+£0,0 20 +0,1 15+0,2
Man 26+0,6 1,9+0,2 20+0,8 1,7+0,2
Glc 1,2+0,6 1,0+£0,2 1,8 £0,9 1,3+0,2
Ara: Gal 1:2,0 1:17 1:19 1:1,8

5.1.2 Neutralzuckeranalytik der AGPs nach Yariv-Fallung aus Fallungstberstand

In Bezug auf die Monosaccharidzusammensetzungen unterschieden sich die AGPs aus
der Yariv-Féllung und denen aus dem Fallungsiiberstand kaum (Vergleich: Tabelle 8 und
Tabelle 10, Abbildung 18). Dies war zu erwarten, da es sich vermutlich um dieselbe
AGP-Fraktion handelte, die nur bei der ersten Yarivzugabe nicht quantitativ ausgeféallt
wurde. Eine Tendenz der AGPs aus dem Fallungstiberstand zu etwas geringeren Mengen
an Galaktose und bei Dryopteris auch an Arabinose, im Vergleich zu den AGPs der
direkten Yariv-Fallung, liell sich erkennen. Dementsprechend waren die Mengen der
anderen Monosaccharide, wie z.B. Mannose, minimal hoher. Diese Abweichungen waren
aufgrund der Standardabweichung der verwendeten Methode allerdings sehr

wahrscheinlich nicht signifikant.
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Tabelle 10: Monosaccharidzusammensetzung der AGPs in % (m/m) aus Yariv-Fallungstberstand

Dryopteris filix-mas Osmunda regalis Pteridium aquilinum

Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014
Ausbeute 42,4 57,2 36,5
Gal 61,0 52,2 54,4
Ara 29,4 31,7 30,5
3-O-Me-Rha 2,0 7,6 4,4
Rha 1,2 2,0 2,2
Fuc 1,2 0,8 2,3
Xyl 1,3 0,8 2,1
Man 2,7 3,2 3,0
Glc 1,2 1,7 11
Ara: Gal 1:21 1:1,6 1:1,8
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Abbildung 18: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzungen von den AGPs des Sommers 2014,
die aus den HMFs und aus den Uberstianden der Yariv-Fallungen gefallt wurden
DFM = Dryopteris filix-mas, OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum
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Abweichend von der Vergleichbarkeit der Monosaccharidzusammensetzung, war die
Zuckerausbeute in den Uberstidnden erhoht. Bei Dryopteris und Pteridium handelte es
sich dabei um nur etwa 5 % Erh6hung, bei Osmunda hingegen um tber 30 %. Betrachtete
man die Auswaage der gefallten AGPs aus dem Uberstand der Yariv-Fallung im Hinblick
auf die Auswaage der AGPs nach einfacher Yariv-Fallung, so konnte man sehen, dass die
Auswaage der AGPs aus dem Uberstand deutlich niedriger war (um 84 — 96 %, siehe V.2:
Tabelle 2 und Tabelle 3).

5.1.3 Neutralzuckeranalytik der AGPs nach doppelter Yariv-Fallung
Der Unterschied von der einfachen zur doppelten Yariv-Féllung am Beispiel von

Dryopteris (Tabelle 11) lag vor allem an der Verdopplung der Zuckerausbeute des AGPs.

Tabelle 11: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung der AGPs in % (m/m) nach einfacher

und doppelter Yariv-Fallung der Sommerernte 2013

Dryopteris filix-mas

einfache YF  einfache YF  unl6slicher Riickstand

1. Ansatz 2. Ansatz der einfachen YF doppelte YF
Ausbeute 25,7 16,0 17,9 39,4
Gal 58,4 58,6 43,6 65,0
Ara 32,5 30,7 37,2 28,3
3-O-Me-Rha 1,4 2,7 2,7 2,3
Rha 1,6 2,3 1,9 1,6
Fuc 11 0,9 1,9 0,5
Xyl 0,9 0,9 2,3 0,3
Man 2,7 2,5 6,9 1,5
Glc 1,4 1,4 3,5 0,5

Ara : Gal 1:18 1:19 1:1,2 1:2,3
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Die gesamt AGP-Auswaage war aber um uber 80 % verringert, wodurch man statt zuvor
77 mg AGP nach einfacher Yariv-Fallung, nur 13 mg nach doppelter Yariv-Fallung
erhielt. Damit wiirde man rein rechnerisch eine AGP-Ausbeute von 0,03 % (statt 0,16 %,
siehe Tabelle 2) bezogen auf 100 g trockenes Drogenmaterial erhalten.

Die Neutralzuckeranalyse der doppelten Yariv-Féllung zeigte zudem eine Erhéhung des
Galaktoseanteils, sowie leichte Verringerungen von Arabinose und der meisten restlichen
Zucker (Abbildung 19). Daraus resultierte auch das etwas veranderte Ara/Gal-Verhéltnis
von 1:2,3. Das Ara/Gal-Verhdltnis des unloslichen Rickstands vom AGP nach erster
Yariv-Féllung verénderte sich dementsprechend in die entgegengesetzte Richtung. Mit
1:1,2 war es zu niedrigeren Mengen an Galaktose verschoben, wohingegen alle anderen
Zuckeranteile auRer 3-O-Me-Rha und Rhamnose etwas erhéht waren. Die Ausbeute blieb

unverandert.
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Abbildung 19: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung des Dryopteris-AGP des Sommers

2014 nach einfacher und doppelter Yariv-Fallung
(einfache YF: n = 2)
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5.1.4 Neutralzuckeranalytik der AGPs nach verschiedenen Hydrolysen
Alkalische Hydrolyse

Die mittels alkalischer Hydrolyse durch Abtrennung vom Proteinriickrat erzeugten Oligo-
und Polysaccharide wiesen Zuckerausbeuten von 49,9 % bis 79,5 % (Tabelle 12) auf und
lagen damit deutlich hoher als bei den nativen AGPs (14,0 — 35,5 %, Tabelle 8). Die
deutlichsten Zunahmen waren bei den leptosporangiaten Farnen zu erkennen, da sich bei
Dryopteris und Osmunda die Werte etwa verdoppelten und bei Pteridium um das 1,5-

fache stiegen.

Tabelle 12: Monosaccharidzusammensetzung der alkalisch hydrolysierten AGPs in % (m/m)

Lycopodium Equisetum  Dryopteris  Osmunda Pteridium
annotinum  arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014

Ausbeute 79,5 71,9 73,3 49,9 52,2
Gal 54,7 50,1 66,1 58,4 61,5
Ara 42,3 38,6 28,8 33,1 28,9
3-O-Me-Rha - 35 2,1 58 3,3
Rha 0,4 0,6 1,3 1,4 1,8
Fuc 0,3 — 0,5 — 15
Xyl 0,5 — 0,3 — 1,3
Man 0,7 0,8 0,5 0,7 1,0
Glc 11 6,4 0,4 0,6 0,7
Ara: Gal 1:1,3 1:1,3 1:2,3 1:1,8 1:2,1

Bei der Monosaccharidzusammensetzung anderten sich die Anteile an 3-O-Me-Rha zu
etwas niedrigeren und an Galaktose zu etwas hoheren Mengen. Damit veranderten sich
auch die Ara/Gal-Verhéltnisse nur leicht in Richtung Galaktose, ansonsten blieben die
Monosaccharidzusammensetzungen vergleichbar mit denen der nativen AGPs

(Abbildung 20). Eine Anderung der Monosaccharidzusammensetzung war auch nicht zu
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erwarten, da die alkalische Hydrolyse nur den Proteinteil abbaut. Dies erklart auch den

Anstieg bei den Zuckerausbeuten.
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Abbildung 20: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung der nativen und alkalisch
hydrolysierten (AH) AGPs des Sommers 2014
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,

OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum

Oxalsaure-Hydrolyse

Die beispielhaft an der zweiten Charge des Pteridium-AGP aus dem Sommer 2014
durchgefuhrte Hydrolyse mit Oxalsdure zeigte eine Zuckerausbeute von 58,7 % und war
somit der des nativen AGP (41,9 %) gegeniber deutlich erhéht. Der Galaktoseanteil war
nach der Hydrolyse um 21,5 % auf 77,3 % gestiegen und der Arabinoseanteil um 19,4 %
auf 11,4 % gesunken. Die restliche Monosaccharidzusammensetzung veranderte sich
kaum (Abbildung 21). Da mittels Oxalséure-Hydrolyse tiberwiegend labile Zucker, wie t-
Araf, abgespalten wurden, war die deutlich geringere Arabinosemenge und daraus

resultierende Erhohung des Galaktoseanteils nicht verwunderlich.
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Abbildung 21: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung des nativen und Oxalsédure-
hydrolysierten Pteridium-AGP des Sommers 2014

Smith-Degradation

Die Neutralzuckerbestimmung der Smith-Degradierung wurde exemplarisch bei den
AGPs von Lycopodium, Equisetum und Osmunda durchgefuhrt. Somit wurden neben
Lycopodium auch ein eusporangiater und ein leptosporangiater Farn untersucht. Bei der
Neutralzuckeranalyse dieser Smith-degradierten AGPs waren nur noch die
Monosaccharide Arabinose, Galaktose und falls zuvor vorhanden 3-O-Me-Rha,
quantifizierbar. Das Lycopodium-AGP wies, da es im nativen Zustand keine 3-O-Me-Rha
enthalten hatte, nach der Degradierung nur Galaktose (77,9 %) und Arabinose (22,1 %)
auf. Die Ausbeute lag bei 41,7 %. Auch fir die Equisetum- und Osmunda-AGPs war
Galaktose der Hauptbestandteil mit 82,8 % bzw. 79,3 %, gefolgt von 3-O-Me-Rha mit
Anteilen von 10,9 % bzw. 11,8 % und Arabinose mit 6,3 % bzw. 8,9 %. Die Ara/Gal-
Verhaltnisse lagen somit bei 1:3,5 fur Lycopodium, 1:13,2 fur Equisetum und 1:8,9 fir
Osmunda (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzungen der nativen und Smith-
degradierten (SD) AGPs des Sommers 2014
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,

OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum

5.2  Bestimmung der Neutralzucker und Uronsauren mittels Silylierungsanalyse
Da die Acetylierungsanalyse nur fur die Quantifizierung der neutralen Monosaccharide
und nicht fur die Bestimmung von Uronsduren geeignet ist, wurden diese separat
quantifiziert. Dafur wurde unter anderem die Silylierungsanalyse angewendet, die zeigte,
dass Galakturonsdaure (GalA) nicht oder nur in Spuren in allen untersuchten AGPs
vorhanden war.

In den vier AGPs der Monilophyten wurde Glukuronséure (GIcA) nachgewiesen.
Abhéngig von Art und Erntezeitpunkt lagen die Mengen zwischen 1,7 % und 7,2 %.
Dabei schwankte allerdings der Gehalt bei wiederholten Messungen derselben Proben
und die Standardabweichungen betrugen 0,3 % bis 2,5 %. Somit liel sich zwar erkennen,
dass alle untersuchten Monilophyten Glukuronsdure in relativ geringer Menge enthielten,
jedoch war eine Aussage Uber genauere Werte anhand dieser Methode nicht méglich
(Tabelle 14).

Im Zuge dieser Methode, wurden auch die Gehalte an Arabinose und Galaktose bestimmt.
Stellte man diese Ergebnisse denen der Acetylierung gegeniiber, so war zu erkennen, dass
sie Uberwiegend ubereinstimmten, allerdings teilweise auch deutliche Abweichungen
aufwiesen, wie z.B. beim AGP aus Equisetum des Sommers 2013. Die Galaktoseanteile

der AGPs aus der Sommer 2014 Ernte lagen ebenfalls nicht in derselben GréRenordnung,
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hier waren die Werte der Acetylierung i.d.R. um durchschnittlich 10,9 % geringer, bei
Osmunda jedoch um 5,2 % hoher. Insgesamt liel3 sich kein eindeutiger Trend feststellen
(Tabelle 13).

Tabelle 13: Absolute AGP-Monosaccharidkonzentrationen von Gal und Ara in % (m/m); Vergleich

der Ergebnisse der Silylierung (S) mit denen der Acetylierung (Ac)

Lycopodium  Equisetum Dryopteris Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2015 Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013
Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014  Sommer 2014

Gal S 37,4 20,9 16,5 24,9 27,9
39,9 354 9,4 31,5
Gal Ac 33,5 28,3 15,0 26,5 26,6
27,4 23,3 14,6 23,3
AraS 31,3 17,8 8,3 11,8 14,0
24,9 12,6 59 12,1
Ara Ac 26,8 23,4 8,4 13,0 13,8
22,5 11,2 8,9 12,9

5.3  Kolorimetrische Quantifizierung der Uronsauren

Die photometrische Vermessung nach BLUMENKRANTZ und ASBOE-HANSEN
(1973) wurde als Methode genutzt, um den Gesamtgehalt an Uronsauren zu bestimmen.
Hiermit war die Identifizierung der einzelnen S&uren im Gegensatz zur Silylierungs- oder
Reduktionsanalyse nicht moglich. Da jedoch GalA entweder Uberhaupt nicht oder nur in
sehr geringer Menge vorkam (siehe V.5.2), konnte der Gesamtgehalt der Uronséuren in
diesem Fall der GIcA-Konzentration gleichgesetzt werden.

Somit lag der GIlcA-Gehalt in den AGP-Proben abhéngig von Jahr und Erntezeitpunkt
zwischen 1,4 % und 8,9 % (Tabelle 14). Sowohl fiir die Lycopodium-Ernten Sommer
2014 und 2015, als auch fiur die Equisetum-Ernten Sommer 2013 und 2014 lielRen sich
sehr dhnliche Werte bestimmen. Bei den anderen drei untersuchten Farnen waren

deutliche Unterschiede zwischen den Ernten zu erkennen.
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Zu den Messunsicherheiten der einzelnen Methoden kam hinzu, dass die Ergebnisse der
beiden verschiedenen Uronsaurebestimmungen insbesondere bei der Sommerernte 2014
keine vergleichbaren Daten lieferten.

Zumindest die Ergebnisse der jeweiligen AGPs des Sommers 2013 waren einigermafen
vergleichbar. AuRerdem wiesen die GIcA-Ergebnisse der Silylierung und der
photometrischen Methode insofern Parallelen auf, als dass die Werte vom Erntezeitpunkt
des Sommers 2013 tendenziell héher lagen als die des Sommers 2014. Eine Ausnahme
dieses Trends zeigten dabei u.a. die Werte des Dryopteris-AGP, die mittels
photometrischer Bestimmung ermittelt wurden. Auch das Pteridium-AGP, dessen Wert
der Silylierungsanalyse im Sommer 2013 eine erhebliche Standardabweichung aufwies,

zeigte im Sommer 2014 eine hohere GIcA-Konzentration.

Tabelle 14: Vergleich der Konzentrationen in % (m/m) an GIcA aus Silylierung- und an Uronsauren

aus photometrischer Analyse

Lycopodium Equisetum  Dryopteris  Osmunda Pteridium
annotinum  arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2014 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013
Sommer 2015 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014

GlcA nicht getestet 4,8 +0,3 3,4+0,8 72+1,8 49+25
(Silylierungs- 37 19 17 6.1
analyse) - ' ' ' J
Uronsauren 2,6 3,9 3,8 4,3 4,0
(photometrische

Analyse) 2,7 3,6 8,9 1,6 1,4

5.4  Reduktion der Uronsauren

Da die Messgenauigkeit der beiden zuvor genannten Methoden nicht besonders gut war,
wurden die Uronsduren mittels Reduktion zu ihren korrespondierenden, deuterierten
Neutralzuckern umgewandelt und mittels GC-FID und GC-MS vermessen. Anhand der
Verdnderung der Galaktose- und Glukoseanteile vor und nach der Reduktion, liel sich
feststellen, dass nach Reduktion der Uronsduren zu den entsprechenden Neutralzuckern
die Glukosemenge aller AGPs mit Ausnahme des Lycopodium-AGP, zunahm (Tabelle 15
vgl. Tabelle 8, Abbildung 23). Das bedeutete, dass im nativen Lycopodium-AGP
Glukuronsdure gar nicht oder nur in Spuren vorhanden war. Die vier anderen

untersuchten AGPs zeigten eine leichte Zunahme des Glukosegehaltes in den reduzierten
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Proben, woran erkennbar war, dass Glukuronsdure Teil der nativen AGPs war. Ansonsten
befanden sich die Zuckerzusammensetzungen in den gleichen Bereichen wie die der
nativen AGPs, sodass auch hier Rhamnose, Fucose, Xylose und Mannose nur in

geringeren Mengen vorkamen.

Tabelle 15: Monosaccharidzusammensetzung der uronsaurereduzierten AGPs in % (m/m)

Lycopodium  Equisetum Dryopteris Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013  Sommer 2013
Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014  Sommer 2014

Aus- 42,3 29,0 38,2 34,7
beute 46,8 68,5 441 28,5 29,8
Gal 46,5 57,7 56,9 49,1
53,0 47,0 61,1 54,3 55,4
33,7 27,6 23,3 25,9

Ara
43,3 37,2 27,4 32,2 27,8
3-O-Me- 5,4 2,5 7.9 2,5
Rha _ 55 2,0 7,3 4,0
Rha 0,6 1,6 2,2 1,6
0,3 0,6 0,9 1,2 1,7
— 0,7 0,4 2,1

Fuc
0,4 - 0,6 — 1,7
Xyl - 0,6 0,5 8,6
0,4 - 0,4 - 1,6
Man 1,0 2,0 1,9 3,5
0,6 0,7 2,4 1,1 2,2
Gle 12,8 73 6,9 6,7
2,0 9,0 52 3,9 5,6

Ara: 1:14 1:2,1 1:2,4 1:1,9

Gal 1:1,2 1:1,3 1:2,2 1:1,7 1:2,0
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Abbildung 23: Vergleich der Monosaccharidzusammensetzung von den nativen und
uronsaurereduzierten (UR) AGPs des Sommers 2014
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,

OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum

Allerdings war eine eindeutige Quantifizierung der GICA bei den untersuchten AGPs
auch auf diesem Weg nicht mdglich. Die Zuordnung der einzelnen Peaks unter
Verwendung der Massenspektren und Abgleich dieser mit einer im Arbeitskreis
etablierten Spektrenbibliothek war zwar eindeutig, jedoch eluierte zur selben
Retentionszeit der terminalen GIcA auch die terminale Glukose und somit bildeten sie
einen gemeinsamen Peak. Die Berechnung Uber den Vergleich der Mengen der
deuterierten Fragmente mit den nicht-deuterierten Fragmenten ist prinzipiell denkbar,
waére aber aufgrund der insgesamt geringen Mengen an Glukuronséure sehr ungenau.

Zusammenfassend wurde durch die drei zuvor genannten Analysen trotzdem klar, dass
alle AGPs, mit Ausnahme des Lycopodium-AGP, GIcA in geringen Mengen (einstelliger

Bereich) enthielten.

5.5  Analyse der Bindungstypen

Die Methylierungsanalyse ist ein geeignetes Verfahren um Verknipfungen der einzelnen
Monosaccharide untereinander zu untersuchen und somit einen wesentlichen Teil zur
Strukturaufklarung beizusteuern. Unterschiedlich vorbehandelte AGPs kdnnen dabel
zusétzliche Informationen liefern. Deshalb wurde die Methode bei den nativen, den

uronséurereduzierten und Smith-degradierten AGPs angewendet.
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Die dabei entstandenen charakteristischen PMAAs (Abbildung 24) wurden nach der
gaschromatographischen Auftrennung mit Hilfe der Retentionszeiten und der im
Arbeitskreis etablierten Massenspektren-Bibliothek identifiziert. Die PMAAs konnten
durch ihre Methylierungs- und Acetylierungsmuster dem zuvor im AGP vorliegenden

Bindungstyp zugeordnet werden. Fragmente die bei den PMAAs hdaufig abgespalten
werden sind u.a. 60, 42, 32 und 30 m/z.
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Abbildung 24: FID-Chromatogramm der PMAAs am Beispiel vom Lycopodium-AGP des Sommers
2014

Fur AGPs von Samenpflanzen typische Monosaccharidbausteine wurden in allen
untersuchten AGPs der nativen und uronsaurereduzierten Proben gefunden (Tabelle 16).
Das Hauptmonosaccharid Galaktose trat in allen AGPs nur in der pyranosidischen Form
auf (51,8 — 70,7 %). Hierbei dominierte der Verzweigungspunkt 1,3,6-Galp mit Mengen
von 18,9 — 35,5 % erganzt von 1,3-Galp, 1,4-Galp, 1,6-Galp und terminaler Galp. Die
Konzentration an 1,3-Galp war relativ hoch (16,3 — 21,6 %) und die an 1,6-Galp ziemlich
niedrig (0,9 -2,9 %). In den AGPs von Dryopteris und Pteridium war der Anteil an
terminaler Galaktose hoher als in den anderen AGPs. Weitere Hauptkomponente aller
AGPs war terminale Araf (4,6 —23,1%,), i.d.R. begleitet von 1,2-, 1,3- und 1,5-
verknupfter Araf. Aufféllige Charakteristika waren u.a. hohe Gehalte an 1,3-verkniipfter
Araf (14,2 bzw. 15,2 %) im AGP von Lycopodium, 1,5-verknlpfter Araf (14,3 %) im
AGP von Equisetum und 1,2-Araf (10,6 bzw. 9,6 %) im Pteridium-AGP.



Tabelle 16: Bindungstypanalyse der nativen und der uronsaurereduzierten (UR) AGP-

Monosaccharide in % (mol/mol)
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Lycopodium Equisetum  Dryopteris  Osmunda Pteridium

annotinum  arvense filix-mas  regalis aquilinum
native AGPs:  Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014
UR AGPs: Sommer 2015 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014
1,3,6-Galp %g 26,4 33% égg ;83
1,6-Galp 22 18 252; (1)2 %g
1,4-Galp gi 52 lig ég ?g
1,3-Galp igg 16,3 igé i% gtl)g
t-Galp 2:2 24 gig éi 18:(;
1,5-Araf i(l) 143 ;z; 2?1 3523
1,3-Araf igé 0.2 i% (1)22 ig
1,2-Araf 02 05 =0 2 Y
Araf 15,0 24,1 27,7 20,5

11,8 23,1 15,2 15,9 4,6

t-Arap 122 _ B - _
tGlcADGley g 17 i1 Lo o
t-(3-0-Me-)Rhap B 34 ;8 ng ig
t-Fucp sz B (;,6 _ (1)5
1,2-Hexp sz 0.2 (;,6 oig 0j6
1,3-Hexp 8; 11 ig (1)2 3593
1,6-Hexp éé (i8 22 (1)2 _
1,3,4-Hexp B 1,7 jg 82 ;g
1,3,4,6-Hexp - 0.9 2;‘1‘ 0.4 1,0
End. : Ver. 1 28 1:1.0 1 28 i 2471 i (1J;
Ara: Gal . 1411 1:13 . 513 L ég 3 ég
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Terminale GIcAp konnte in allen Farn-AGPs identifiziert werden, nicht jedoch im
Lycopodium-AGP (siehe auch V.5.4). Andere Glukuronsduren, als die terminale, wurden
nicht detektiert.

Generell unterschieden sich die AGPs der Monilophyten von dem des Lycopodiums auch
in Hinsicht auf die weiteren terminalen Gruppen. Da die freien Hydroxylgruppen der
Polysaccharide wahrend der hier angewendeten Methode methyliert wurden, war eine
Differenzierung zwischen der terminalen Rhap und terminalen 3-O-Me-Rhap nicht
maoglich. Moglich ware eine Abschédtzung des Verhaltnisses von 3-O-Me-Rha zu Rha
uber die Acetylierungsanalyse (Tabelle 8). Die vier Monilophyten-AGPs enthielten
terminale 3-O-Me-Rhap und Rhap (zusammen: t-(3-O-Me-)Rhap) in grofiter Menge in
Osmunda (9 6,8 %) und in geringerer in Equisetum, Dryopteris und Pteridium (& 2,6 —
3,4%). Im Lycopodium-AGP war dieser ungewodhnliche Zuckerbaustein nicht
vorzufinden, daflr wurde interessanterweise eine hohe Konzentration an terminaler Arap
(15,0 bzw. 13.4 %, Abbildung 25) detektiert, welche mittels der Hauptfragmente 117,
gefolgt von 101, 161, 87, 58, 118, 71 und 59 des PMAA-Massenspektrums identifiziert

wurde. Somit war Arap ein wichtiges terminales Monosaccharid dieses AGP.
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Abbildung 25: Totalionenchromatogramm des uronsaurereduzierten Lycopodium-AGP (oben), sowie

Massenspektrum des Fragmentierungsmusters der t-Arap (unten)

Normalerweise sollten sich die Ergebnisse flr native und uronsaurereduzierte AGPs

kaum unterscheiden, da bereits gezeigt wurde, dass die AGPs nur geringe Mengen an
Glukuronsaure  aufwiesen.  GroOfRtenteils hatten die in  den nativen und
uronséurereduzierten AGPs erhaltenen Mengen der unterschiedlich verkniipften
Monosaccharide dieselbe GrofRenordnung, in gewissen Punkten hoben sie sich aber
voneinander ab, wie z.B. in den Gehalten der 1,3,6-Galp in Osmunda und Pteridium, 1,4-
Galp in Dryopteris, terminale Galp in Dryopteris und Pteridium sowie 1,2-Hexp, die in

allen uronséurereduzierten Proben in Spuren und in den Nativen berhaupt nicht
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nachgewiesen wurde (Abbildung 26). Aufféallig war auch der deutlich geringere Araf-
Gehalt der uronsaurereduzierten AGPs der leptosporangiaten Farne. Dort kdnnten
leichtfliichtige Monosaccharide wahrend der Analyse zu stark abgedampft und somit
verloren gegangen sein. Ansonsten handelte es sich vermutlich um Schwankungen
innerhalb der Analyse, sodass die Daten tendenziell trotzdem vergleichbar waren.

Die verschiedenen Arten wiesen Unterschiede zwischen den Ara/Gal-Verhaltnissen auf.
Wiéhrend das Verhéltnis fir Lycopodium und Equisetum durchschnittlich 1:1,3 betrug,
war es fir die leptosporangiaten Farne mit 1:2,1 — 1:2,7 deutlich anders.

Die Verhéltnisse von End- zu Verzweigungsgruppen der nativen AGPs lagen bei 1:0,7 —
1:0,9 und zeigten somit, dass die AGPs leicht untermethyliert waren. Fur die
uronséurereduzierten AGPs traten Verhaltnisse von 1:1,0 bis 1:1,7 auf. Dabei wiesen nur
die uronsdurereduzierten AGPs der leptosporangiaten Farne Osmunda und Pteridium
verhaltnismaRig hohere Mengen an Endgruppen auf, sodass damit der Verlust an

leichtflichtiger, terminaler Araf in diesen AGPs bestétigt wurde.
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Abbildung 26: Vergleich der Verteilung der Bindungstypen der nativen und uronsdurereduzierten
(UR) AGPs (Equisetum ausgenommen)
LA = Lycopodium annotinum, DFM = Dryopteris filix-mas, OR = Osmunda regalis

und PA = Pteridium aquilinum
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Bei den, vor der Methylierung, Smith-degradierten Proben wurden die Zucker mit
vicinalen OH-Gruppen abgespalten. Dadurch ergaben sich bei der Methylierung andere
Bindungstypenverteilungen (Tabelle 17). Diese resultierten daraus, dass bei Abspaltung
eines Zuckers mit vicinalen OH-Gruppen, der Anteil an Bindungstypen, an dem dieser
Zucker gebunden war, abnahm und infolgedessen eine andere Verzweigung entstand.
Typische Periodat-labile AGP-Bausteine sind u.a. t-Araf, t-Arap, 1,5-Araf, t-Galp, 1,4-
Galp, 1,6-Galp, wahrend z.B. 3-O-Me-Rha, 1,2-Araf, 1,3-Araf, 1,3-Galp und 1,3,6-Galp
nicht gespalten werden.

Die Verteilungsveranderung des Kohlenhydratteils, mit Blickpunkt auf die Smith-
degradierten AGPs, zeigte fur Galaktose eine schwache Abnahme der 1,3,6-Galp bei den
leptosporangiaten Farnen, sowie einen fast vollstdndigen Verlust an 1,4-Galp und eine
starke Zunahme der 1,6-Galp aller untersuchten Proben. Auch der terminale Galp-Gehalt
war Uberall, auBBer bei Lycopodium, gestiegen. Dafur war bei Lycopodium und Dryopteris
1,3-Galp stark erhéht und bei Equisetum und Pteridium nur leicht. Nahezu komplette
Verluste bzw. deutliche Verringerungen der Arabinosebausteine 1,5-Araf, 1,3-Araf und
1,2-Araf waren zu verzeichnen. Bei Lycopodium sank zwar der zuvor schon geringe
Anteil an 1,5-Araf nicht, dafiir verringerte sich jedoch stark der zuvor hohe Anteil an 1,3-
Araf. Auch die terminale Arap des Lycopodium-AGP war durch die Smith-Degradierung
komplett abgespalten worden. Die terminale Araf hingegen war hier und bei Pteridium
erhoht, bei den anderen AGPs aber erniedrigt. Terminale (3-O-Me-)Rhap wurde selbst
nicht abgespalten und blieb in seinem Anteil konstant. Terminale Fucp und GIcAp/Glcp
wurden jedoch abgespalten, trotzdem wiesen die AGPs von Osmunda und Pteridium
sogar hohere Mengen an GIcAp/Glcp als zuvor auf. Der Zuckerbaustein 1,3,4-Hexp
verschwand nahezu komplett und die zuvor noch nicht detektierte 1,4,6-Hexp tauchte in
Spuren bei Dryopteris und Osmunda auf. Andere Bausteine veranderten sich nur leicht
und waren somit nicht erwahnenswert. In einem hochmolekularen Polysaccharid
entspricht der Anteil der Verzweigungspunkte dem der Endgruppen. Bei der Betrachtung
der Verhdltnisse von Endgruppen zu Verzweigungspunkten fiel auf, dass das
durchschnittliche Verhaltnis bei den Monilophyten-AGPs fast ausgeglichen war (1:0,9)
und beim Lycopodium-AGP der Schwerpunkt bei den Verzweigungspunkten lag, was auf
das Fehlen von Endgruppen hindeutete.

Die hier ermittelten Ara/Gal-Verhaltnisse stimmten tendenziell mit denen der
Neutralzuckeranalyse Uberein, dennoch war die Abweichung bei Equisetum von 1:18,3
versus 1:13,2 (siehe V.5.1.4) relativ groR.
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Tabelle 17: Bindungstypanalyse der Smith-degradierten AGP-Monosaccharide in % (mol/mol)

Lycopodium Equisetum
annotinum

arvense

Dryopteris
filix-mas

Osmunda
regalis

Pteridium
aquilinum

Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014

1,3,6-Galp 31,6 27,1 21,2 25,9 25,0
1,6-Galp 9,4 19,4 14,0 18,5 13,6
1,4-Galp — — — — 0,9
1,3-Galp 31,1 21,1 28,9 20,2 23,2
t-Galp 1,2 16,9 14,8 16,1 16,4
1,5-Araf 1,1 — 0,7 0,5 —
1,3-Araf 1,7 - 0,7 — -
1,2-Araf — — 1,3 0,6 4,6
t-Araf 19,0 4,6 8,9 4,4 6,6
t-GlcAp/t-Glcp - - - 3,9 4,0
t-(3-0-Me-)Rhap - 5,3 1,9 5,1 3,4
1,2-Hexp — 1,6 — — —
1,3-Hexp 11 1,6 1,4 14 2,3
1,6-Hexp 3,8 2,4 1,2 2,3 —
1,3,4-Hexp — — 0,7 — —
1,4,6-Hexp — — 0,6 0,7 —
1,3,4,6-Hexp — — 3,7 0,4 —
End. : Ver. 1:1,6 1,0 1:1,0 1: 09 1:0,8
Ara: Gal 1:34 18,3 1:6,8 1:145 1:7,0
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Anhand der Gegenuberstellung der Smith-degradierten mit den nativen und
uronsaurereduzierten AGPs konnten Veranderungen der Polysaccharidstruktur
herausgestellt werden (Abbildung 27).

Die nahezu konstant hohen Mengen an 1,3,6-Galp und 1,3-Galp, als auch deutlich erhdhte
Werte der 1,6-Galp lieRen auf ein, auch nach der Hydrolyse noch, stark verzweigtes
Molekil schlieen. Die Ara/Gal-Verhéltnisse liefen eine starkere Abspaltung der
Arabinose im Vergleich zur Galaktose erkennen und bestarkten die Annahme, dass
uberwiegend Arabinosen an den Enden der AGP-Seitenketten vorzufinden waren.

Da keine Veranderung der 1,3,6-Galp-Verzweigungspunkte in Lycopodium und
Equisetum beobachtet werden konnte, waren hier keine oder kaum Monosaccharide mit
vicinalen Gruppen angehédngt. Die tberwiegend geringe Abnahme der 1,3,6-Galp in den
leptosporangiaten AGPs lag dementsprechend an der geringen Menge von
Monosacchariden mit vicinalen OH-Gruppen, die an diesen Verzweigungspunkt gekniipft
waren. Wurde dort also das Periodat-labile Monosaccharid abgespalten, entstand
wohlmdglich hauptséachlich 1,6-Galp und evtl. etwas 1,3-Galp. Da der Anteil von 1,3-
Galp sich eher nicht verénderte oder stieg, lag auch hier die Vermutung nahe, dass keine
oder kaum Monosaccharide mit vicinalen Gruppen daran gebunden waren. Die Zunahme
der terminalen Gal in den Monilophyten resultierte wahrscheinlich aus der Abspaltung
der wenigen Monosaccharide mit vicinalen OH-Gruppen, die theoretisch an 1,3-Galp
oder auch 1,3,6-Galp geknilipft waren. Der vicinale Zuckerbaustein 1,4-Galp wurde
komplett abgespalten, was eine Verkleinerung der Molekile bedingte. Auch die
Abtrennung von 1,5-Araf und terminalen Zuckern (v.a. Arabinosen) fihrten zur
Verkleinerung der Molekiile. Die Anteile an t-Araf in den Smith-degradierten Proben
entstanden vermutlich aus 1,2-Araf und 1,3-Araf, an denen vicinale Gruppen, wie z.B.
terminale Arabinose, gebunden waren. Daher war bei Lycopodium, welches zuvor durch
vergleichsweise viel 1,3-Araf auffiel, weiterhin ein hoher Wert an Araf zu verzeichnen
und sogar hoher als im intakten AGP. Gleiches traf auf das Pteridium-AGP zu, fir dessen
intakte AGPs viel 1,2-Araf charakteristisch war. (3-O-Me-)Rhap verénderte sich nicht
und war deshalb eher an nicht spaltbare Gruppen gebunden. 1,4,6-Hexp wurde vermutlich
aus 1,3,4,6-Hexp gebildet, wenn dort Periodat-labile Monosaccharide abgespalten

wurden.
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Abbildung 27: Vergleich der Verteilung der Bindungstypen der uronsaurereduzierten (UR) und
Smith-degradierten (SD) AGPs
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,
OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum
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5.6  IR-Messung zur Strukturaufklarung

Die verwendete ATR-IR-Spektroskopie, eine Messtechnik der Infrarotspektroskopie (IR-
Spektroskopie) fir die keine Probenvorbereitung notwendig ist, da die Intensitat des
durch die Probe reflektierten Lichtes gemessen wird und somit Ruckschlusse Gber das
absorbierende Medium mdoglich sind, zeigte IR-Spektren in denen die Transmission
abhangig von den gemessenen Wellenlangen dargestellt wurde.

Die Transmissionsbanden, die sich aus den IR-Spektren der untersuchten AGPs ergaben
(Abbildung 28), wurden, soweit moglich, mit Hilfe der Veroffentlichungen von
(KACURAKOVA et al., 2000; CAPEK et al., 2009; ZHOU et al., 2009; CAPEK et al.,
2014) typischen funktionellen Gruppen der AGPs zugeordnet (Tabelle 18).

Es waren in den mittels IR untersuchten Proben die fur Kohlenhydrate und Aminoséauren
typischen Gruppen vorhanden. Die Polysaccharidbande der OH-Gruppe trat bei ca.
3300 cm™ auf, die der CH3- oder CH,-Gruppen bei ca. 2900 cm™ und die der C—-O—H und
C-O-C im Bereich von ca. 1200-800cm™. Aufgrund der unterschiedlichen
Feinstrukturen der AGPs im Kohlenhydratanteil variierte vor allem der Bereich des
Kohlenhydrats zwischen 1200 — 800 cm™. Dabei zeigten sich i.d.R. maximale Intensitaten
bei ca. 1020 cm™, dicht gefolgt von Peak-Maxima bei etwa 1070 bzw. 1100 cm™ bei
Dryopteris. Die Proteinbanden der primaren Amide lagen zwischen 1700 — 1600 cm™ mit
dem stérksten Signal bei durchschnittlich 1634 cm™, die der sekundaren zwischen 1600 —
1450 cm™ und die der tertidren reichten von etwa 1450 — 1200 cm™ mit dem groRten Peak
bei ca. 1380 cm™ und bei Lycopodium bei 1340 cm™. Teilweise konnte den funktionellen
Gruppen der Tabelle 18 keine Wellenldangenangaben zugeordnet werden, weil in den
entsprechenden IR-Spektren keine Peak-Maxima zu sehen waren. Allerdings deutete das
nicht auf ein Fehlen dieser Gruppen hin, da oft die gesamte Region eine IR-Bande ohne
entsprechende Maxima zeigte. Die Signale unterhalb von 800 cm™ waren fiir aromatische

oder ringférmige C—H Bindungen charakteristisch.
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Abbildung 28: IR-Messung der AGPs vom Sommer 2013



Tabelle 18: Gruppenzuordnung von Peaks (in cm™) der IR-Messung
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Lycopodium Equisetum

annotinum

arvense

Dryopteris
filix-mas

Osmunda
regalis

Pteridium
aquilinum

Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013

PS:O-H"

PS:C-H"

Ester/Lacton °
Amidl: C=0"

Amid Il: N-H *

Amid ll: C-N*

Amid I11°
Amid lll: C-C*
glc. Galp ™
C-O-H"

Galp X0+
(Hauptkette)

Araf "
(Seitenkette)

C-OCH"

B-glc. Bindg. *°

a-glc. Bindg.

3331

2922
2850

1739

1623

1417
1380

1340
1227
1150

1100

1075

1050

1013
954
900
825
770

3344

2923
2880

1730

1638

1545

1420
1376

1260

1070

1024

910
810

776
711

3348

2920
2851

1750

1631

1537

1417
1390

1260

1102

1019

910
820

775
740

3327

2919
2850

1730

1645

1545

1420
1380

1230

1070

1029

910
800

775
730

3298

2919
2850

1733

1631

1545

1420
1376

1244

1070

1027

880
830

775
719

* Kacurakova et al. (2000), ° Capek et al. (2009 & 2014) & * Zhou et al. (2009);
1200 — 800 cm™ Kohlenhydrat, glykosidische Bindung (glc. Bindg.)
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6.  Strukturaufklarende Analytik der AGPs:

Charakterisierung des Proteinanteils

6.1 Photometrische Quantifizierung des Hydroxyprolin-Anteils

Nachdem Hydroxyprolin zuvor selektiv. mit 4-Dimethylaminobenzaldehyd umgesetzt
wurde, wurde dessen Extinktion photometrisch gemessen. Aufgrund dieser Messungen
konnten die Hyp-Gehalte der AGPs ermittelt werden und wiesen abhéngig von der Art
und teilweise dem Erntezeitpunkt Absolutwerte zwischen 0,3 % (m/m) und 1,1 % (m/m)
auf. Es handelte sich dabei um Mehrfachbestimmungen von n > 1 mit berwiegend sehr
kleinen Standardabweichungen von 0,004 bis 0,177, weshalb sie hier nicht im Einzelnen
aufgefuhrt wurden. Die hdchsten Hyp-Werte zeigten die AGPs aus Equisetum (Sommer
2013 & Sommer 2014) mit 1,12 % und 1,09 % und auch die AGPs aus Lycopodium
(Sommer 2014 & Sommer 2015) mit 0,88 % und 0,99 %. In den Sommerernten der Jahre
2013 und 2014 enthielten die leptosporangiaten Farne Dryopteris, Osmunda und
Pteridium geringere Mengen an Hyp von 0,28 % bzw. 0,45 %, 0,66 % bzw. 0,45 % und
0,58 % bzw. 0,40 %. Wenn der Hyp-Anteil von AGPs mit ca. 10 % des Proteins
angenommen werden wirde, wirden die theoretischen Proteingehalte bei 3-11%
liegen. Da es sich dabei nur um einen geschatzten Hyp-Anteil handelt, wurden die

genauen Werte mittels Aminosaureanalytik bestimmt.

6.2  Aminosaureanalytik mit Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Durch die HPLC-Messung wurden die verschiedenen Aminosduren aufgetrennt, mit
Ninhydrin umgesetzt, identifiziert und quantitativ bestimmt (Tabelle 19). Aufgrund der
Hydrolyse mit HCI konnte jedoch nicht zwischen Glutamin und Glutaminsdure, sowie
zwischen Asparagin und dessen Sdure unterschieden werden. Sie wurden daher als Glx
bzw. Asx zusammengefasst. In den Kern-Proteinen der AGPs dominierende Aminosduren
mit Anteilen um die 10 % waren GIx und Asx, dicht gefolgt von Threonin, Serin und
Leucin. Im Proteinteil des Lycopodium-AGP allerdings dominierte die Aminoséaure Lysin
(10,8 %). Auch Hydroxyprolin, die normalerweise fir die Bindung zwischen
Polysaccharidketten und Protein verantwortliche Aminoséure, und Alanin waren
mengenmalig stark vertreten. Vor allem im AGP des eusporangiaten Farns Equisetum
war der Gehalt an Hydroxyprolin tberdurchschnittlich hoch (15,9 %), wohingegen er in

den anderen vier untersuchten AGPs niedriger war (3,8 — 6,1 %).
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Tabelle 19: Aminosdurezusammensetzung der AGPs in % (m/m)

Lycopodium Equisetum  Dryopteris  Osmunda Pteridium
annotinum  arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014

Glx 8,2 10,0 8,8 9,9 12,4
AsX 8,4 8,5 10,0 9,6 12,1
Thr 7,8 9,4 9,0 8,6 8,9
Ser 6,8 10,8 7,9 7,4 8,8
Leu 8,0 6,7 8,8 8,8 8,0
Hyp 5,3 15,9 3,8 5,3 6,1
Ala 9,5 9,1 6,1 7,4 7,9
Val 6,5 6,1 6,6 6,3 6,7
Lys 10,8 2,8 4,5 6,2 3,3
Gly 4,6 5,3 5,3 5,8 6,0
Phe 52 2,5 6,0 53 4,5
Pro 4,2 4,4 4,7 4.4 3,7
lle 4,7 2,7 50 4,5 3,6
Tyr 3,7 2,4 6,0 3,6 3,2
Arg 6,7 0,8 4,1 3,7 2,4
Met 1,1 1,3 1,4 1,4 1,3
His 1,8 0,7 1,0 0,9 0,0

andere 0,7 0,6 1,0 0,9 11
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7.  Elementaranalyse

Durch die Kombination der gaschromatographischen Untersuchung im Anschluss an die
Verbrennungsanalyse konnten die im AGP enthaltenen Elemente Stickstoff, Kohlenstoff,
Wasserstoff und Schwefel nach Auftrennung identifiziert und quantifiziert werden.

Es wurden die Monilophyten-AGPs des Sommers 2013 vermessen und im Fall von
Lycopodium-AGP die der Sommer 2014 & 2015. Bedingt durch die relativ groRen
Polysaccharidmengen der AGPs lieferte die Elementaranalyse fur Kohlenstoff Werte um
37,7% (30,0-41,7%) (m/m) und fir Wasserstoff um 5,2% (3,2-6,3%) (m/m).
Umgerechnet in % (mol/mol) ergab sich ein fur Kohlenhydrate typisches molares C/H-
Verhéltnis von etwa 1:2. Der Stickstoffanteil fur Lycopodium von 2,7 % und 2,8 %
(m/m) und der fir die Monilophyten-AGPs von durchschnittlich ca. 1,5% (1,0 % fur
Equisetum-AGP, 2,0 % flr Dryopteris-AGP, 1,6 % fir Osmunda-AGP und 1,3 % fur
Pteridium-AGP) (m/m) wurde durch die Aminogruppen aller Aminosauren und die auch
in den AGPs vorkommenden Aminosduren Arginin, Lysin, Histidin, Glutamin und
Asparagin bedingt. Der im Durchschnitt mit 3,6 % (m/m) relativ niedrige Gehalt an
Schwefel wurde durch die Aminoséure Cystein, die in Anteilen von nur durchschnittlich
0,2% im Protein vorkam und deswegen unter ,,andere* (Tabelle 19) mit aufgefiihrt
wurde, verursacht. Wahrscheinlich waren auch Reste von Natriumdithionit, das wahrend
der AGP-Isolierung verwendet wurde, nicht vollstdndig abgetrennt und riefen damit
zusétzlich einen hoheren Schwefelgehalt hervor. Dies traf besonders auf das Dryopteris-
AGP des Sommers 2013 zu, da dort ein hoher Gehalt an Schwefel (10,6 %) in
Kombination mit einer geringen Kohlenhydrat-Ausbeute (25,7 %, Tabelle 8) bzw. einem
geringen Kohlenstoff-Gehalt (30,0 %) vorzufinden war.
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8.  Proteingehalt

Mit Hilfe verschiedener Methoden konnte der jeweilige AGP-Proteingehalt (Tabelle 20)
ermittelt werden. Aus dem Stickstoffgehalt der Elementaranalyse ergaben sich fir die
AGPs der Monilophyten nach Kjeldahl Proteingehalte von 6,4—-12,3%. Das
Lycopodium-AGP zeigte einen untypisch hohen Proteinwert von 16,8 % bzw. 17,3 % fir
die Sommerernten 2014 und 2015. Zum anderen konnte der Proteingehalt fur die
Sommerernten 2014 kalkuliert werden, indem die absoluten Hyp-Mengen der
photometrischen Methode mit den mittels Aminosaureanalytik ermittelten relativen Hyp-
Gehalten kombiniert wurden. Daraus resultierten vergleichbare Werte von 6,6 — 11,8 %
fur die AGPs der Monilophyten und 16,6 % fur das AGP aus Lycopodium.

Die Ergebnisse beider Wege fiihrten innerhalb einer Art zu sehr ahnlichen Ergebnissen,
obwohl es sich um verschiedene Erntezeitpunkte handelte. Handelte es sich um denselben
Erntezeitpunkt, wie beim Lycopodium-AGP des Sommer 2014, waren die Werte sogar
fast identisch (s.0) und bestatigten den hohen Proteingehalt dieses AGPs.

Tabelle 20: Proteingehalte der AGPs in % (m/m)*

Lycopodium Equisetum  Dryopteris ~ Osmunda Pteridium
annotinum  arvense filix-mas regalis aquilinum

Sommer 2015 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013 Sommer 2013
Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014 Sommer 2014

Proteingehalt 17,3 6,4 12,3 9,9 8,3
16,6 6,9 11,8 8,5 6,6

*Sommer 2013 bzw. 2015: aus Elementaranalyse; Sommer 2014: absoluter Hyp-Gehalt (photometrisch) in

Kombination mit relativem Hyp-Gehalt aus Aminosaureanalyse

9.  Gelpermeationschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie ermdglicht es Makromolekile wie z.B.
Polysaccharide und Proteine nach der Molekilgroie bzw. dem hydrodynamischen
Volumen zu trennen. Die stationdre Phase besteht aus pordsen Polymeren mit definierten
PorengroBen (siehe 1V.9), in die niedermolekulare Molekile starker eindringen als
hochmolekulare, die somit langer auf der Sdule zuriickgehalten werden und erst spater
mit der mobilen Phase eluiert werden. Durch die unterschiedliche Retention kommt es zur

Auftrennung von Molekiilen mit unterschiedlichem hydrodynamischen Volumina. Das
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hydrodynamische Volumen ist u.a. abh&ngig von Molekulargewicht, Ladung,
Hydratisierung, Bindungstyp und Verzweigungsgrad, wodurch eine Aussage Uber das
relative Molekulargewicht z.T. nur bedingt moglich ist. Allerdings kann die
GroRenordnung des hydrodynamischen Volumens eluierender Molekile anhand
geeigneter Standards mittels konzentrationsabhangigem RI-Detektor bestimmt werden.
Dazu wird eine Kalibrierungsreihe von Molekilen mit bekanntem Molekulargewicht
erstellt. Wichtig ist dabei moglichst einen Standard zu wahlen, der von der rdumlichen
Anordnung her dem der Probensubstanz &hnelt, da sich globulare Molekile anders
verhalten als lineare, auch wenn sie das gleiche absolute Molekulargewicht aufweisen.
Uber den Vergleich der Retentionszeiten der Proben mit denen der Standards kénnen
dann Ruckschliisse auf das hydrodynamische VVolumen der Proben gezogen werden.

Der MALLS-Detektor (massenselektiver Detektor, ohne Kalibrierung verwendbar) erfasst
zusétzlich die absolute Molekiilmasse dieser eluierenden Molekile. Durch Kombination
dieser beiden Detektoren kann das absolute Molekulargewicht bestimmen werden. Dafir
werden die Daten des MALLS-Detektors, der uber mehrere Winkel das Streulicht in
Abhéngigkeit von der MolekilgroRe und -form erfasst, fir die Auswertung mit der
quantitativen Verteilung der Signale des RI-Detektors erganzt.

Kleinere Molekile (unter 1000 Da) kénnen vom MALLS-Detektor jedoch aufgrund von

Messunsicherheiten in diesem Bereich nicht mehr richtig erfasst werden.

Im Anschluss an die GroRenausschlusschromatographie folgte zur Massenbestimmung
der AGPs auch die kombinierte Detektion mit dem MALLS und dem RI und offenbarte
Hauptfraktionen mit absoluten Molekulargewichten von 139, 120, 173, 93 und 123 kDa
fur die nativen AGPs (Durchschnittswerte der Sommer 2013, 2014 und 2015) von
Lycopodium, Equisetum, Dryopteris, Osmunda und Pteridium (Abbildung 29; Tabelle
21). Die absoluten Molekulargewichte der verschiedenen Erntezeitpunkte waren dabei flr

die jeweilige Art sehr ahnlich.
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Abbildung 29: GPC-Chromatogramme der nativen AGPs aus der Sommerernte 2013
rot: Signal des MALLS & blau: Signal des RI-Detektors

Neben diesen Hauptfraktionen waren oftmals auch kleine Mengen von Aggregaten mit
Molekulargewichten von iiber 1x10° Da zu finden. Dryopteris, Osmunda und Pteridium
wiesen zudem auch Nebenfraktionen geringerer Konzentration von 584 kDa, 439 kDa
und 320 kDa im Sommer 2013 (siehe Abbildung 29) und 579 kDa, 258 kDa und 296 kDa

im Sommer 2014 auf.
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Die Nebenfraktionen der jeweiligen Art waren nicht so vergleichbar, wie die
Hauptfraktionen, v.a. die Beiden des Pteridium-AGP waren sehr unterschiedlich. Auch
beim Equisetum-AGP war im Sommer 2013 eine Nebenfraktion mit 231 kDa zu sehen.
Um die Mengen der einzelnen Fraktionen abzuschatzen, wurde das
konzentrationsabhanige RI-Signal zur Auswertung herangezogen, da der MALLS-
Detektor unabhangig von der Konzentration groRere Molekile besser detektiert und
kleinere zum Teil sogar gar nicht. So wurden in den GPC-Chromatogrammen mittels RI
auch Dbei groReren Retentionsvolumen kleinere Molekile unterschiedlich hoher
Konzentration beobachtet, bei denen es sich vermutlich um Salzpeaks des FlieBmittels
oder Verunreinigungen der AGPs mit anderen Stoffen, wie oligomere Zucker oder
Gerbstoffe, handelte. lhre Molekulargewichte lieBen sich allerdings nicht exakt
bestimmen, da die ermittelten Werte sehr stark schwankten und auch die
Wahrscheinlichkeiten ihrer Korrektheit ziemlich gering waren. Wie oben bereits erwéhnt,
ist dies auf die Ungenauigkeit der Messungen des MALLS-Detektors im
niedermolekularen Bereich zurtickzufiihren. Bei Dryopteris aus dem Sommer 2013 lief3
sich erkennen, dass diese niedermolekularen Fraktionen etwas hohere Konzentrationen
als die der Anderen aufwiesen, was durch die geringe Zuckerausbeute bestatigt wurde
(siehe Tabelle 8).

Des Weiteren wurde, wie oben beschrieben, die RI-Detektion unter Zuhilfenahme von
Pullulanstandards genutzt, um die hydrodynamischen Volumina der AGPs zu bestimmen.
Die Hauptfraktionen dieser nativen AGPs wiesen im Vergleich zu den absoluten
Molekulargewichten viel kleinere durchschnittliche hydrodynamische Volumina auf und
zwar: 67 kDa fur Lycopodium und Dryopteris, 62 kDa fir Equisetum, 50 kDa fur
Osmunda und 65 kDa fiir Pteridium (Abbildung 30). Damit war das hydrodynamische
Volumen etwa nur halb so groR wie das absolute Molekulargewicht. Auch hier waren die
Werte der verschiedenen Erntezeitpunkte fur die jeweilige Art sehr &hnlich.

Aus den Ergebnissen der absoluten Molekulargewichte im Vergleich zu ihren kleinen
hydrodynamischen Volumen lie} sich schlussfolgern, dass alle untersuchten AGPs eine
groRe Masse in einem kleinen VVolumen aufwiesen, also eine stark verzweigte Struktur
hatten.

Teilweise war dieser Unterschied auch durch die unterschiedlichen rdumlichen Strukturen
der linearen Pullulane und der verzweigten AGPs bedingt. Trotz dieser Diskrepanz kann
das “wattle-blossom” Modell (FINCHER et al.,, 1983) dennoch ein passender

Strukturvorschlag fir die untersuchten AGPs sein.
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Abbildung 30: Ausschnitte der MALLS-Signale der AGPs im Vergleich zu den RI-Signalen der
Pullulane
Lycopodium, Equisetum, Osmunda und Pteridium aus der Sommerernte 2014;

Dryopteris aus der Sommerernte 2013

Die uronséurereduzierten, alkalisch hydrolysierten bzw. Smith-degradierten AGPs wiesen
ebenfalls immer groRRere absolute Molekulargewichte als hydrodynamische Volumina auf
(Tabelle 21). Allerdings war i.d.R. die Differenz bei den Smith-degradierten AGPs nicht
mehr ganz so grof3, wie die bei den nativen AGPs. Die unterschiedlich behandelten AGPs

waren also weiterhin verzweigt, obwohl die Molekiile durch Abspaltung bestimmter
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Monosaccharide  Kkleiner ~ wurden. Das  absolute  Molekulargewicht  der
uronsaurereduzierten AGPs nahm nur leicht ab, da hier die Molekile nicht gespalten,
sondern nur die Uronsduren zu den entsprechenden Neutralzuckern reduziert wurden.
Wie erwartet, war die Abnahme der Molekulargewichte bei den alkalisch hydrolysierten
und Smith-degradierten AGPs starker. Nach der alkalischen Hydrolyse des Proteinteils
der AGPs zeigten sich zwei Hauptfraktionen. Eine Fraktion (68 —126 kDa), deren
absolutes Molekulargewicht sich im Vergleich zu dem entsprechenden nativen AGPs um
durchschnittlich 25,4 % (11,3 —40,8 %) verringerte, und eine weitere (13— 23 kDa),
deren absolutes Molekulargewicht um durchschnittlich 87,2 % (83,2 — 90,8 %) sank. Die
Abnahme des absoluten Molekulargewichtes der Smith-degradierten AGPs ist durch den
Abbau Periodat-labiler Monosaccharide bedingt und reichte von 46,1 % bis 78,2 %
(durchschnittlich: 55,6 %). Das Smith-degradierte AGP des Dryopteris wies zudem eine

weitere kleinere Fraktion mit einem absoluten Molekulargewicht von 11 kDa auf.

Tabelle 21: Vergleich der Molekulargewichte der unterschiedlich behandelten AGPs in kDa

Lycopodium Equisetum  Dryopteris  Osmunda Pteridium
annotinum arvense filix-mas regalis aquilinum

abs. hydr. abs. hydr. abs. hydr. abs. hydr. abs. hydr.
MW Vol. MW Vol. MW Vol. MW Vol. MW Vol

nativ 137 68 120 60 161 68 97 51 124 65
Sommer 2013
nativ 142 66 119 63 184 65 89 48 122 64
Sommer 2014
nativ 138 67 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
Sommer 2015
UR

127 59 108 55 179 57 81 44 107 55
Sommer 2014
AH 126 52 87 51 109 57 68 41 92 50

Sommer 2014 23 9 20 11 17 7 13 4 14 6

SD 31 20 56 39 86 46 48 29 64 19
Sommer 2014 11 5

Abs. MW = absolutes Molekulargewicht; hydr. Vol. = hydrodynamisches VVolumen;
UR = uronséurereduziert; AH = alkalisch hydrolysiert; SD = Smith-degradiert & n.t. = nicht getestet
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10. Mikroskopische Untersuchung der Sprossachsen

Fur die Isolierung der AGPs wurde das oberirdische Material der untersuchten Pflanzen
verwendet, welches die Sprossachsen oder Mittelrippen der Wedel (Achsenorgane) als
Basis besitzen. Diese oberirdischen Organe sind in ihrer Form und Gestalt vielfaltig. Im
Inneren zeigt sich der Zentralzylinder mit Leitbundeln und evtl. Mark, umgeben von einer
Rindenschicht, die nach auRen hin mit einer Epidermis abgeschlossen ist.

Wahrend die meist einschichtige Epidermis Abschluss- und Schutzfunktionen tibernimmt,
dient das Gewebe der Rinde zur Festigung und Stoffspeicherung. Auch im
Zentralzylinder ist, neben Bildungsgewebe und Leitbiindeln, Festigungsgewebe
(Sklerenchym) fur die Stabilitat vorzufinden. Die Leitblindel, wiederum unterteilbar in
Xylem (Tracheen und Tracheiden) und Phloem (Siebzellen), dienen dem Stofftransport.
Dabei Ubernimmt das Xylem die Aufgabe der Leitung von Wasser und den darin geldsten
Mineralsalzen aus der Wurzel in oberirdische Teile der Pflanze. Das Phloem hingegen
transportiert die von den Laubbl&ttern gebildeten Assimilate in die restliche Pflanze und
in die Speicherorgane (u.a. Wurzel).

Dieser Bau trifft, unabhangig von der abwechslungsreichen Erscheinungsform, bei allen
Pflanzen unterschiedlicher Abteilungen der GefalRpflanzen (Uberein. Trotz ihrer
prinzipiellen ~ Ubereinstimmung lassen sich im  mikroskopischen Bild die
Sprossachsenquerschnitte vor allem im Bereich der Leitbiindel unterscheiden. Unter
anderem weisen Geféalsporenpflanzen, wie Lycopodium wund die untersuchten
Monilophyten i.d.R. konzentrische Leitbtndel vom hadrozentrischen
(periphloematischen) Typ (Xylem innen, umgeben vom Phloem) auf. VVorwiegend besteht
das Xylem, dessen Zellwénde i.d.R. mit Lignin verstérkt sind, bei Farnen aus Tracheiden,
selten wie etwa bei Pteridium aquilinum bereits auch aus Tracheen. Sekundéres
Dickenwachstum fehlt bei den untersuchten Pflanzen. Weitere Details zum Aufbau der

jeweiligen Achsenorgane der verschiedenen Arten sind im Folgenden aufgefthrt:

Lycopodium annotinum

Der Aufbau dieses kriechenden Sprosses ist denen von Farnen ahnlicher als der des
Equisetums. Die Achse des Sprosses ist von einem einzigen hadrozentrischen Leitbiindel
durchzogen. Bei diesem handelt es sich um eine Plektostele, die von einer Starkescheide
umgeben und nach auflen hin von einer Endodermis umhllt ist. Der Zentralzylinder wird

von einem massiven Ring an sklerenchymatischer Rinde umgeben. Angrenzend sind vier
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parenchymatische Blattbasen mit Hohlrdumen zu erkennen, die von der Epidermis nach

auf3en abgeschlossen werden.

Equisetum arvense

Der sterile Sprossquerschnitt eines Internodiums von Equisetum weist subepidermal
neben dem Sklerenchym und Chlorenchym unterhalb der Furchen ,,Vallecularkanéle* in
der Rinde auf. Im Zentralzylinder unterhalb der Rippen liegen die Leitbindel und
,,Carinalkanale”, wobei Letztere Hohlrdume des Protoxylems darstellen. Zusammen
formen sie einen Ring um die zentrale Markhohle, die etwa Y2 des gesamten
Durchmessers einnimmt. Bei den Leitbindeln handelt es sich um Strange aus einem im
Knoten befindlichen geschlossenen  Siphonostelenring mit  Innenxylem und
AuRenphloem. Die Leitbundel des Internodiums sind in Parenchym eingebettet und
bilden somit ein Eustelen-Leitsystem, das xylemarme Leitbtindel enthélt und in seiner

Gesamtheit von einer inneren und dufReren Endodermis umschlossen ist.

Dryopteris filix-mas, Osmunda reqgalis und Pteridium aguilinum

In diesen Farnen kann die Anzahl und Form der Leitblindel erheblich variieren und somit
nur ein einzelnes Leitblndel oder, was haufiger der Fall ist, mehrere Leitbiindel
aufweisen. Rhizome der jugendlichen Pflanzen weisen meist eine Protostele auf, altere
Pflanzenteile ein formenmannigfaltiges Siphono- und Polystelengeriist. Auch
Dictyostelen, eine Variation des Siphonostelentyps, sind héaufig. Das oder die
hadrozentrischen Leitblndel sind durch Perizykel und Endodermis abgegrenzt und
werden von Parenchym, sowie einem &uferen Sklerenchymring umgeben. Zur Umgebung
hin wird die Mittelrippe des Wedels, wie bei den anderen Geféal3pflanzen auch, durch die
Epidermis abgeschirmt. Bei Pteridium kann man zusétzlich unterhalb der Endodermis
eine starkehaltige Zelllage finden, auBerdem weist er neben Treppentracheiden auch

Treppentracheen auf.

10.1 Lichtmikroskopie

Das mikroskopische Aussehen der Sprossachsen der finf verwendeten Pflanzen ist in den
Abbildung 31 bis Abbildung 35 dargestellt und entspricht dem fir Lycopodium und
Monilophyten generellen und dem im Einzelnen beschriebenen speziellen Aufbau.

Fur Lycopodium und Osmunda wurde je nur ein hadrozentrisches Leitbindel, fir

Equisetum, Dryopteris und Pteridium wurden mehrere hadrozentrische Leitblndel
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gefunden, wobei Osmunda ein Leitblindel vom Siphonostelen-Typ und die beiden Letzten
eindeutig Leitblindel vom Dictyostelen-Typ besallen. Bei der sterilen Sprossachse von
Equisetum im Bereich des Internodiums wies jedes Leitbiindel zwei Bereiche von
Metaxylem, das an beiden Seiten neben dem Phloem zu finden war, auf. Unterhalb des
Phloems befanden sich Reste des Protoxylems.

Das Xylem war in allen Leitbiindeln mit Lignin verholzt, welches durch die Farbung mit
Phloroglucin/HCI sichtbar gemacht wurde (Abbildung 31.B; Abbildung 32.E; Abbildung
33.C; Abbildung 34.B; Abbildung 35.E). Im parenchymatischen Gewebe war teilweise
Starke und in der Rinde auch Chlorophyll zu erkennen. Das Markparenchym der
leptosporangiaten Farne war etwas lockerer als das der Rinde. Das S-Glc-Yariv-Reagenz
farbte meist das gesamte Prdparat schwach ein, wodurch eine Lokalisierung der AGPs
anhand der Lichtmikroskopie nicht eindeutig war (Abbildung 31.A; Abbildung 32.A/D;
Abbildung 33.A/D; Abbildung 34.C; Abbildung 35.A/B). Eventuell hatte das mit fGlcY
gefarbte Préparat im Anschluss besser gewaschen werden missen, sodass spezifische
Bindungen mit den AGPs hervorgehoben worden waren. Das a-Gal-Yariv-Reagenz,
welches als Negativ-Kontrolle verwendet wurde, farbte die Schnitte schwécher als das
SGlcY (Abbildung 33.E; Abbildung 34.E; Abbildung 35.C), sodass es dort scheinbar

leicht unspezifische Bindungen gab.

10.2 Fluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopischen Analyse war die AGP-Lokalisierung in den
pflanzlichen Praparaten moglich (Abbildung 31 bis Abbildung 35). Die Grundlage des
Nachweises basierte auf der spezifischen Bindung des pGIcY an die AGPs. Polyklonale
Anti-Yariv-Antikorper banden wiederum an das fGIcY und konnten im Anschluss durch
FITC-markierte Sek-AK mittels CLSM sichtbar gemacht werden (in den Abb. als
RGICY/FITC abgekirzt). Somit fluoreszierten die Préparate an den Stellen, wo die AGPs
lokalisiert waren. Die Untersuchungen lieBen erkennen, dass AGPs bei den hier
analysierten Pflanzen, bis auf Osmunda, im Xylem zu finden waren (Abbildung 31.C;
Abbildung 32.F; Abbildung 33.F; Abbildung 35.D/F). Bei Osmunda war die FITC-
Farbung im Phloem zu sehen und deutete somit auf das Vorhandensein von AGP im
Phloem hin (Abbildung 34.D). Zudem trat in der Sprossachse des Equisetums eine
Féarbung im Bereich der duBeren Endodermis auf. Die Verwendung der Negativkontrolle
(in den Abb. abgekirzt als aGalY/FITC) zeigte keine oder eine deutlich schwéchere
Fluoreszenz (Abbildung 31.D; Abbildung 33.G; Abbildung 34.F).
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Lycopodium

A

100 um

Abbildung 31: Querschnitt der Sprossachse (A-E) von Lycopodium annotinum

(A, B) Sprossachse mit Epidermis (e), Sklerenchym (sk), parenchymatische Blattbasis
mit Hohlraum (p), Endodermis (ee), Phloem (ph), phloematischem Parenchym (php)
und Xylem (xyl). (C, D) Leitbtundel mit Phloem (ph) und Xylem (xyl). Férbung: (A)
RGIcY, (B) Phloroglucin/HCI, (C) RGIcY/FITC und (D) aGalY/FITC
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Equisetum

A

Abbildung 32: Querschnitt der sterilen Sprossachse (A-F) von Equisetum arvense
(A, B) Sprossachse mit Epidermis (e), Sklerenchym (st), Assimilationsparenchym (as),
zentrale Markhohle (cca), Carinal- (cc), Vallecularkanale (vc), Rindenparenchym
(cp), Markparenchym (pp), externer Endodermis (ee) mit Caspary-Streifen, interner
Endodermis (ie), Perizykel (p), Metaxylem (mx), Protoxylem (px) und Metaphloem
(ph). (C-F) kollaterale Leitbiindel mit Carinalkanal (cc), externer Endodermis (ee)
mit Caspary-Streifen, interner Endodermis (ie), Perizykel (p), Metaphloem (ph),
Meta- (mx) und Protoxylem (px). Farbung: (A, D) BGIcY, (E) Phloroglucin/HCI und
(F) RGIcY/FITC
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Dryopteris
A
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Abbildung 33: Querschnitt der Sprossachse (A-G) von Dryopteris filix-mas

(A, B) Sprossachse mit Epidermis (e), Sklerenchym (sk), Parenchym (p), ,,Perizykel*-
Endodermis (pe), Phloem (ph) und Xylem (xyl). (C-G) hadrozentrische Leitblndel mit
Parenchym (p), ,,Perizykel“-Endodermis (pe), Phloem (ph), phloematisches
Parenchym (php), Xylem (xyl) und xylematisches Parenchym (xp). Farbung: (A, D)
RGlcY, (C) Phloroglucin/HCI, (E) aGalY, (F) RGIcY/FITC und (G) aGalY/FITC
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Osmunda

A

Abbildung 34: Querschnitt der Sprossachse (A-F) von Osmunda regalis

(A) Sprossachse mit Epidermis (e), Sklerenchym (sk), Parenchym (p), Endodermis
(ee), Phloem (ph) und Xylem (xyl). (B-G) hadrozentrisches Leitbliindel mit Parenchym
(p), Endodermis (ee), Phloem (ph), phloematisches Parenchym (php) u Xylem (xyl).
Farbung: (B) Phloroglucin/HCI, (C) RGlcY, (D) RGIcY/FITC, (E) aGalY und (F)
aGalY/FITC
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Pteridium

A

Abbildung 35: Querschnitt der Sprossachse (A-F) von Pteridium aquilinum

(A) Sprossachse mit Epidermis (e), Sklerenchym (sk), Parenchym (p), Endodermis
(ee), Phloem (ph) und Xylem (xyl). (B-F) hadrozentrische Leitbindel mit Parenchym
(p), Endodermis (ee), Phloem (ph), phloematisches Parenchym (php), Xylem (xyl) und
xylematisches Parenchym (xp). Farbung: (A, B) BGIcY, (C) aeGalY, (E)
Phloroglucin/HCI und (D, F) BGICY/FITC
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11. Biologische Aktivitaten der AGPs

11.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um zu untersuchen, ob typische Glykanepitope der AGPs aus Samenpflanzen auch in den
hier untersuchten AGPs vorkommen, wurde die Kreuzreaktivitdt mit mono- und
polyklonalen Antikorpern (siehe 1V.11.1), die gegen das aus Presssaft des Echinacea
purpurea gewonnene AGP gerichtet sind, mittels kompetitiven ELISA getestet.

Die Interaktion des monoklonalen Antikdérpers mit den Monilophyten-AGPs war sehr
schwach und daher nur in hohen Konzentrationen von 50 pg/ml oder sogar 100 pg/ml
detektierbar (nicht dargestellt). Nur mit dem Lycopodium-AGP war bei allen getesteten
Konzentrationen eine schwache Bindungsaffinitét sichtbar (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Bindung des monoklonalen Antikérpers an Echinacea purpurea-AGP
bei kompetitiver Reaktion mit den AGPs aus oberirdischen Teilen von Echinacea und

Lycopodium.
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Die polyklonalen Antikérper hingegen zeigten im Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis
50 pug/ml mit allen untersuchten AGPs eine starke Reaktion (Abbildung 37).
Interessanterweise reagierten diese Antikorper sogar starker mit den Monilophyten-AGPs
als mit dem AGP aus Echinacea. Diesmal war allerdings die Bindungsstarke an das
Lycopodium-AGP schwacher als an die der Anderen. Insgesamt lieBen die Interaktionen
des monoklonalen Antikdrpers mit dem Lycopodium-AGP und die der polyklonalen
Antikorper mit allen untersuchten AGPs &hnliche oder gar identische Kohlenhydrat-

Epitope der AGPs vermuten.
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Abbildung 37: Bindung des polyklonalen Antikérpers an Echinacea purpurea-AGP
bei kompetitiver Reaktion mit den AGPs aus oberirdischen Teilen von

Echinacea, Lycopodium, Equisetum, Dryopteris, Osmunda und Pteridium.
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11.2 Bindungsanalyse mittels Durchflusszytometrie

Bei dieser Art der Zellvermessung handelt es sich um ein Messverfahren, bei dem die
Zellen in hohem Tempo einzeln an einer elektrischen Spannung oder einem Lichtstrahl
vorbeiflieRen. Dabei haben die Eigenschaften, wie z.B. Form, Struktur und/oder Farbung,
der Zellen unterschiedliche Einflisse auf die Messergebnisse und kénnen somit analysiert

werden.

Die zu untersuchenden Zellen werden durch einen Hullstrom fokussiert, durch einen
Mikrokanal einer hochprazisen Kivette einzeln nacheinander in den Messbereich eines
Laserstrahls gefiihrt und dort die Emission optischer Signale jeder einzelnen Zelle
vermessen.

Die Emission setzt sich aus Fluoreszenzsignal und/oder Streulicht, das wiederum in
Vorwartsstreulicht (FS = forward scatter) und Seitwértsstreulicht (SS = side scatter)
unterteilt wird, zusammen und wird von einem Detektor (Photomultiplier) auch in Form
quantitativer  Informationen  bezuglich aller Zellen ausgewertet. Bei dem
Vorwaértsstreulicht handelt es sich um die Beugung des Lichts im flachen Winkel und
dieses ist ein MaR fir das Volumen der Zellen. Das Seitwartsstreulicht, das durch die
Brechung des Lichts im rechten Winkel verursacht wird, ist ein Mal} fiir die Granularitét
der Zelle, die GroRe und Struktur ihres Zellkerns und die Menge der Vesikel in einer
Zelle. Mit Hilfe dieser beiden Parameter lassen sich die Zellen unterschiedlicher Zell-
Populationen, also unterschiedlicher Gréfle und Struktur, gut unterscheiden. Dabei
korreliert die Menge des gestreuten Lichts mit der GroRe und Komplexitét der Zelle. So
streuen z.B. Zellen, die eine rauhe Oberflache und in ihrem Inneren viele Vesikel haben,
deutlich mehr Licht als die Zellen, die eine sehr glatte Oberflache haben. Dadurch, dass
innerhalb kurzer Zeitintervalle sehr groBe Mengen an Zellen (>1000 Zellen/sec)

vermessen werden kdnnen, erhalt man reprasentative Ergebnisse.
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Ziel der durchgefiihrten Messungen war die Bindung von AGPs an murine dendritische
Zellen (DC2.4) zu untersuchen. Bei dendritischen Zellen handelt es sich um
antigenprasentierende Zellen die besonders zur T-Zell-Aktivierung beféhigt sind und
somit eine primare Immunantwort auslosen kénnen. Sie kommen tberall in der Peripherie
verteilt vor, u.a. in Haut und Schleimhduten, und strecken dort ihre baumchenartigen
Auslaufer durch die sogenannten Tight Junctions der Oberflachen-bedeckenden
Epithelien, ohne dabei deren Funktion als Diffusionsbarriere zu beeintrachtigen. Dadurch
haben sie die Mdglichkeit aus dem Lumen des Gastrointestinaltraktes Antigene bzw. auch
AGPs aufzunehmen.

Da bereits fir einige AGPs immunstimulierende Wirkungen nachgewiesen wurden, sollte
untersucht werden, ob diese AGPs mit dendritischen Zellen interagieren und somit
Einfluss auf das Immunsystem nehmen kénnen.

Bei der hier verwendeten Form der Durchflusszytometrie wurden die
fluoreszenzmarkierten Zellen in Abhéangigkeit ihrer Farbung in unterschiedliche
Reagenzgefale sortiert. Da nur mit einem Fluoreszenzmarker gearbeitet wurde, stand hier
die quantitative Analyse der fluoreszierenden Zellen im Vordergrund. Bei Zellfarbung
mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern ist die Fluoreszenzintensitat direkt proportional
zur Anzahl der vorhandenen Bindungsstellen. Je mehr AGP also an die Zellen gebunden
hatte, desto hoher war die Fluoreszenzintensitat. Deshalb wurde fur die Auswertung der
Fluorescence-activated cell scanning (FACS)-Analyse der Mittelwert der
Fluoreszenzintensitét der jeweiligen Konzentration in Bezug auf den Nullwert betrachtet.
Zunéchst wurde die Messmethode anhand von Echinacea purpurea-AGP optimiert, da
der zum Bindungsnachweis verwendete primére polyklonale Antikorper gegen dieses
AGP gerichtet war.

Bei der optimierten Bindungsanalyse mit Echinacea purpurea-AGP zeigte sich eine
deutliche konzentrationsabhangige Zunahme der Fluoreszenz ab 5 pg/ml (Abbildung 38),
die aus der Bindung von Echinacea-AGP an die DC2.4 Zellen resultierte.
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Abbildung 38: Histogramm der Fluoreszenzintensitat mit FITC-Gate bei 50 % des Nullwertes (oben)
& Balkendiagramm der Fluoreszenzzunahme in Abhéngigkeit von der AGP-
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Im Anschluss sollte die Bindung der AGPs aus zwei untersuchten Pflanzen an die DC2.4
Zellen analysiert werden. Osmunda und Pteridium wurden ausgewéhlt, da sie im ELISA
eine gute Kreuzreaktivitat mit dem verwendeten priméren polyklonalen Antikorper
gezeigt hatten. Allerdings wurde die Messmethode noch einmal veréndert. Unspezifische
Bindungsstellen sollten zuerst mit Hilfe von BSA-LOsung besetzt werden, damit die
AGPs nur an die spezifischen Bindungsstellen binden kdnnen. AufRerdem wurde der
primare Antikorper statt 1:50 nun 1:300 verdunnt und der sekundére Antikorper statt 90
nur 30 min inkubiert, da die Fluoreszenzintensitdt bei den Kontrollen und AGP-
Vergleichsmessungen in einem zu hohen Bereich lag und Unterschiede schwerer zu
erkennen waren. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat konnte evtl. durch eine
Veranderung der Zellen aufgrund von einer anderen verwendeten Passage oder auch
durch eine andere Charge des priméren Antikorpers hervorgerufen worden sein.

Die verdnderten Versuchsbedingungen fiihrten zu veranderten Bindungsaffinitaten. Beim
Vergleich der Ergebnisse ohne und mit Verwendung von BSA nahm die
Fluoreszenzintensitat beim AGP aus Echinacea zu, bei den AGPs aus Osmunda und
Pteridium hingegen ab (Daten nicht gezeigt).

Die vergleichende Analyse der Bindung der AGPs von Echinacea, Osmunda und
Pteridium an die DC2.4 Zellen ergab bei vorheriger Absattigung mit BSA, dass das
Echinacea-AGP am starksten an die Zellen band (Abbildung 39). Zwischen 0,1 und
5 ug/ml wurde die Bindung konzentrationsabhéngig starker und nahm anschlie3end
wieder ab. Auch bei dem AGP aus Osmunda war schon ab einer Konzentration von
0,1 pg/ml eine sehr schwache Bindung zu erkennen, die ab 5 pg/ml etwas deutlicher
zunahm, dann jedoch ab 10 pg/ml etwa auf demselben Niveau blieb. Fir das Pteridium-
AGP konnte erst ab 5 pg/ml eine Bindung nachgewiesen werden, die bis 50 pg/ml
konzentrationsabhangig zunahm und bei 100 pg/ml wieder etwas geringer war. Dass die
Bindungsstarke bei Echinacea und Pteridium ab einer bestimmten Konzentration an AGP
wieder abnahm, kénnte an einer Agglomeration des tberschiissigen AGPs liegen, wenn
auf den Zelloberflachen nahezu alle moglichen Bindungsstellen der AGPs besetzt worden

waren.
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Abbildung 39: Balkendiagramm der Fluoreszenzzunahme aufgrund der Bindung von Echinacea-,
Osmunda- und Pteridium-AGP an die DC2.4 Zellen in Abhéngigkeit von der

Konzentration

Mehrfache ~ Wiederholungen bei denselben Versuchsbedingungen und somit

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse werden nicht mit dieser Arbeit abgedeckt.
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V1. Diskussion

1.  Ausbeute und Zusammensetzung

1.1  Hochmolekulare Polysaccharid-Fraktionen

Die Isolierung der HMFs aus den getrockneten oberirdischen Pflanzenmaterialien ergab
fir Lycopodium und die leptosporangiaten Farne relativ geringe Mengen an
hochmolekularen Polysacchariden (ca. 1 — 2 %). Bei Equisetum jedoch lag der Gehalt an
hochmolekularen Polysacchariden bei etwa 6 %. Dieser hohe Gehalt kénnte durch an
Polysaccharide gebundenes Silizium, welches in hohen Mengen in den Zellwénden von
Equisetum vorkommt (CURRIE und PERRY, 2009), verursacht worden sein. Fir diese
Theorie wirde auch der durchschnittliche Zuckeranteil dieser Fraktion von 9,6 %
sprechen, der deutlich geringer war als der von den anderen untersuchten HMFs. Da diese
jedoch auch nur durchschnittliche Zuckeranteile von 25,3 % aufwiesen, lag die
Vermutung nahe, dass alle HMFs noch wasserldsliche Verunreinigungen, wie z.B.
Gerbstoffe, enthielten. Die Interaktionen von Polyphenolen mit Polysacchariden und
Proteinen ist bereits durch entsprechende Literatur bekannt (LE BOURVELLEC und
RENARD, 2012). Die Komplexbildung dieser Komponenten konnte bei der
Zerkleinerung des Pflanzenmaterials stattgefunden haben, da dort die in Kompartimenten
getrennte Aufbewahrung voneinander aufgelost wurde. In solchen Komplexen kdnnen
sowohl nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-
Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen, als auch kovalente Bindungen
auftreten (PRIGENT et al., 2003; PRIGENT et al., 2007). Anscheinend konnten die im
Pflanzenmaterial enthaltenen Polyphenole trotz vorheriger Aufreinigung mit 60 %igem
Aceton nicht vollstdndig abgetrennt werden, was in dem Fall der verbliebenen Gerbstoffe
auf kovalente Bindungen oder zumindest stark assoziierte Komplexe hindeuten konnte.
Auch Verunreinigungen der HMFs mit anderen ,,Nicht-Zuckerbestanteilen* konnten nicht
ausgeschlossen werden, obwohl versucht wurde auch diese mit Hilfe entsprechender
MaRnahmen, wie z.B. der Proteinféllung, zu entfernen. Aufféllig war zudem dass die
HMF-Auswaagen in den Herbsternten hoher waren, als die desselben Sommers, der
Zuckeranteil in der jeweiligen Herbst-HMF aber geringer war. Eine Steigerung der
Ausbeute im Herbst konnte folglich nur teilweise durch erhdhte Starkeproduktion bedingt
sein. Vermutlich war im Herbst die Zusammensetzung des Pflanzenmaterials auch
dahingehend verandert, dass andere nicht zuckerartige Begleitsubstanzen, wie die

Polyphenole, Antioxidantien, Flavonoide oder Ole, in héherer Konzentration vorlagen
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und mit extrahiert wurden (COOPER-DRIVER et al., 1977; SONI et al., 2015). Diese
Verénderungen sind allerdings von den jeweiligen Pflanzenarten abhangig.

Die Isolierung einer reinen, hochmolekularen Polysaccharid-Fraktion war somit,
zumindest mit der verwendeten Methode, nicht méglich. Es wére daher von Vorteil, diese
zu optimieren. Trotzdem ist bei der Zuckerausbeute zu berticksichtigen, dass mit der
verwendeten Acetylierungsanalyse nur Neutralzucker erfasst werden konnten. Saure
Zucker, wie die in Pektinen, und evtl. daran gebundene Mono- und Disaccharide konnten
mit dieser Methode nicht zugénglich gemacht werden und somit wurden wohlmdglich
geringere Zuckerausbeuten angezeigt als tatsachlich vorlagen.

Unabhédngig vom Erntezeitpunkt beinhalteten Lycopodium- und Equisetum-HMF u.a.
hohe Mengen an Glukose, was aufgrund von Starke und bei Equisetum vor allem durch
das Vorkommen des gemischt 3-, 4-verknipften B-D-Glukan (FRY et al., 2008)
verursacht worden sein konnte. Dieses Glukan wurde auch mit der Bindung an
Kieselsdure in Zusammenhang gebracht (KIDO et al., 2015). In allen untersuchen HMFs,
jedoch insbesondere bei den HMFs von Osmunda und Pteridium, traten grof3ere Mengen
an Mannose auf. Zudem beinhaltete das Pteridium-HMF nennenswerte Mengen an
Xylose und Fucose.

Das Wissen Uber Polysaccharide in Zellwénden der Sporenpflanzen ist zwar begrenzt, es
wurden aber neben dem Cellulosegrundgerist verschiedene Polysaccharide wie Pektine,
Xyloglukane und Mannane gefunden (POPPER und FRY, 2004; LEROUX et al., 2011,
SILVA et al.,, 2011; XUE und FRY, 2012). AuRerdem wurden in Farnen hauptséachlich
Epitope von pektischem Homogalakturonan, Arabinan und Mannan mittels gegen
pflanzliche Polysaccharide gerichtete Antikorper in Mikroarray-Analysen detektiert
(LEROUX et al., 2015). Aufgrund des hohen Vorkommens an Mannose in Zellwanden
von verschiedenen Farnen und Lycophyten wurde auch diskutiert, ob Mannane fiir das
Vernetzen von Polysacchariden in diesen Zellwénden hauptverantwortlich sind (SILVA
et al., 2011). Da die HMFs nicht genauer hinsichtlich Begleitsubstanzen untersucht
wurden, konnte auf Basis dieser Arbeit in Bezug auf die Zusammensetzung der HMFs
keine endgultige Aussage getroffen werden.

Das Auftreten des ungewdhnlichen Zuckers Acofriose in Lyco- und Monilophyten wurde
in der Literatur kontrovers beschrieben. Zum Teil wurde 3-O-Me-Rha nicht wie in dieser
Arbeit in Monilophyten dafiir aber in Lycophyten gefunden (POPPER et al., 2004).
Zudem wurde es in Lycopodium tristachyum und verschiedenen Farnen, jedoch nicht in

Equisetum hyemale als Teil des Rhamnogalacturonan II, welches mittels
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Gelpermeationschromatographie isoliert wurde, identifiziert (MATSUNAGA et al.,
2004). Bisher trat 3-O-Me-Rha in Zellwanden von Bryophyten und Charophyten
(POPPER und FRY, 2003), in der Grinalge Chlorella (OGAWA et al., 1997) und in
einigen Polymeren von Bakterien auf (LEE et al., 2000), wurde aber noch nie in
Angiospermen detektiert. In den hier analysierten Arten der eu- und leptosporangiaten
Farne war 3-O-Me-Rha in den HMFs enthalten, in der HMF des hier untersuchten
Lycophyten jedoch nicht. Da der Anteil an methylierter Rhamnose in den Monilophyten-
AGPs hoher als in den entsprechenden HMFs war, konnte davon ausgegangen werden,
dass dieser Zucker hauptséchlich Bestandteil der untersuchten AGPs war (siehe VI1.2.1,
vgl. Tabelle 4).

1.2 Polysaccharide der Uberstande der Yariv-Fallungen

Bei der Aufreinigung der Uberstande nach der Yariv-Fallung war aufgefallen, dass
zusétzlich zum AGP waéhrend der Dialyse ein groRer Anteil des vorherigen HMFs
abgetrennt wurde. AuBRerdem waren die Zuckerausbeuten dieser hochmolekularen
Fraktionen der Uberstiande gegeniiber den HMFs erhéht, obwohl die AGPs bereits daraus
gefallt wurden. Dieses Phanomen sprach fiir eine Abtrennung von niedermolekularen
,,Nicht-Zuckern®. Vor allem bei Equisetum war die Zuckerausbeute zuvor sehr gering
(7,4 %) und in dem Yariv-Uberstand schlieBlich sehr hoch (63,7 %), was an der groRen
Menge Silizium (CURRIE und PERRY, 2009) liegen konnte, die evtl. in der HMF
mitgefallt und erst wahrend der Dialyse entfernt wurde. Aber auch andere Bestandteile,
wie die zuvor erwéhnten Polyphenole, kdnnten teilweise mit ausgeschwemmt worden
sein, solange sie ein Molekulargewicht von 12 — 14 kDa unterschritten. In der Regel
waren nach Féllung der AGPs die Ara- und Gal-Gehalte der HMFs verandert. Dadurch
traten die anderen in den Zellwanden enthaltenen Polysaccharide mehr hervor. In
Lycopodium und Pteridium deuteten erhdhte Xyl-Gehalte auf entsprechende Zucker wie
z.B. Xylane (SILVA et al., 2011) hin. Gleiches galt fur Equisetum, in dem nun die
Glukose des B-D-Glukans (SORENSEN et al., 2008) in den Vordergrund riickte. Bei
Dryopteris stieg der Gehalt an Ara und bei Osmunda der an Man, sodass dort neben
Galaktanen, wie Homogalakturonan, berwiegend Arabinane bzw. Mannane (MOORE et
al., 2013 bzw. LEROUX et al., 2015) vermutet werden konnten. Im Uberstand der Yariv-
Féllung von Echinacea pallida wurde bereits ein hochmolekulares Arabinan identifiziert
(THUDE und CLASSEN, 2005). Des Weiteren wurde zuvor von (Galakto)-

Glukomannanen in dem Lycophyten Selaginella und einigen Farnen berichtet (SILVA et
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al., 2011), die auch in Pteridium aquilinum nachgewiesen wurden (BREMNER und
WILKIE, 1971). Um diese Hinweise der Literatur zu verifizieren, miissten die Uberstande
der Yariv-Fallung genauer, v.a. im Hinblick auf die Struktur, mittels geeigneter
analytischer Methoden untersucht werden.

1.3 Hochmolekulare Arabinogalaktan-Proteine

Die Menge der AGPs, die aus den verschiedenen HMFs isoliert wurden, lag bei
durchschnittlich 0,10 — 0,15 %. Damit waren sie mit den AGP-Ausbeuten der drei Moos-
Arten Sphagnum sp., Physcomitrella patens und Polytrichastrum formosum vergleichbar
(0,1-0,2%, BARTELS et al.,, 2017) und hoher als die Ausbeuten der AGPs von
Angiospermen bei gleichem Isolierungsverfahren (THUDE und CLASSEN, 2005;
WACK et al., 2005). Dabei waren die Zuckeranteile des Lycopodium- und Equisetum-
AGP mit durchschnittlich 57,3 bzw. 60,3 % relativ hoch, flr die leptosporangiaten Farne
mit durchschnittlich 34,8 — 35,6 % relativ niedrig. Ein Vergleich zu AGPs aus anderen
Pflanzen, ist wegen fehlender Angaben innerhalb der Literatur nicht mdglich. Vor allem
bei den AGPs mit niedrigen Zuckerausbeuten waren neben den im AGP vorhandenen
Protein-, Uronséure- und Wasseranteilen auch Polyphenole zu erwarten, die dann im
Nachweis auch leicht positive Reaktionen erzeugten. Trotz Isolierung der AGPs mittels
spezifischer AGP-Yariv-Komplexierung, konnten die Bindungen zu den Gerbstoffen
vermutlich nicht vollstandig aufgebrochen werden. Auch hier ware eine reinere Isolierung
winschenswert gewesen. Eine doppelte Yariv-Féallung war diesbeziglich leider nicht von
Nutzen.

Das Ara/Gal-Verhaltnis der leptosporangiaten Farn-AGPs (1:1,7 — 1:1,9) glich dem von
vielen Angiospermen-AGPs (1:1,4 —1:2,9 CLASSEN et al., 2005; GOLLNER et al.,
2011). Im Gegensatz dazu war das Verhaltnis vom Lycopodium- und Equisetum-AGP
(2:1,3) zu héheren Mengen an Arabinose verandert.

Die Literatur zu AGPs aus niederen Pflanzen, vor allem zu deren Struktur, ist rar. Bisher
sind nur die AGPs aus den Bryophyten Sphagnum, Physcomitrella und Polytrichastrum
mittels AGIcY isoliert und charakterisiert. Dort ist auch Acofriose, anders als bei
Angiospermen, als Teil der AGPs identifiziert worden (FU et al., 2007; BARTELS et al.,
2017).

Dariiber hinaus gibt es erst einen &lteren Bericht zur Isolierung und Zusammensetzung
eines AGP aus einem leptosporangiaten Farn. Dieser befasst sich mit einem

Arabinogalaktan-reichen Protein aus dem Farn Osmunda japonica, welches eine
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Monosaccharidzusammensetzung von 60 mol% Gal, 12 mol% Ara, 10 mol% 3-O-Me-
Rha, 9 mol% Rha sowie kleinere Mengen an Fuc, Xyl, Man und Glc aufweist
(AKIYAMA et al., 1987). Die dort gezeigten Daten sind in guter Ubereinstimmung mit
den hier ermittelten Ergebnissen fir die gleiche Gattung.

Abgesehen von der methylierten Rhamnose glich die Monosaccharidzusammensetzung
der von Angiospermen-AGPs, bei denen Galaktose und Arabinose um die 80 — 90 % der
Monosaccharide ausmachten (CLASSEN et al., 2005). Auch die doppelte Yariv-Fallung
anderte an dem Ergebnis nichts, obwohl sich das Ara/Gal-Verhéltnis in Richtung etwas
hoherer Mengen an Galaktose veranderte, wie auch bereits beim AGP aus Triticum
aestivum beobachtet werden konnte (GOLLNER et al., 2010).

2. Strukturmodell der AGPs

Zusétzlich zur Isolierung und Zusammensetzung sollten auf Basis der Ergebnisse zur
Charakterisierung des Kohlenhydrat- und Proteinanteils und unter Berlicksichtigung der

ermittelten Molekulargewichte AGP-Strukturmodelle entwickelt werden.

2.1  Kohlenhydratstruktur

Mit Hilfe der Acetylierungsanalyse wurden die Kohlenhydratanteile der AGPs
charakterisiert. Daraus ergaben sich sowohl fir die nativen als auch fur die
uronséurereduzierten AGPs Galaktoseanteile von 47 —62 % und Arabinoseanteile von
27 — 43 %. Weitere Zucker waren nur in geringen Mengen vorhanden.

Die mittels Methylierungsanalyse ermittelten Anteile an Galaktose und Arabinose in den
Kohlenhydraten der AGPs sollten in der Regel mit denen der Acetylierung
Ubereinstimmen. Somit hatte man durch die Acetylierungsergebnisse eine gute Kontrolle,
ob die Methylierung der Proben vollstandig stattfand und ob leicht flichtige Zucker
wahrend der Analyse verloren gegangen waren. Die Bindungstypanalysen der nativen
AGPs offenbarten wie in etwa erwartet Galaktosemengen von 52-58 % und
Arabinosemengen von 31 — 46 %. Bei den uronsdurereduzierten Proben jedoch reichten
die Galaktoseanteile von rund 52 bis 71 % und die Arabinoseanteile von 18 — 42 %. Die
Unterschiede in den Anteilen waren auf die leptosporangiaten Farn-AGPs beschrénkt und
fielen Uberwiegend bei Osmunda und Pteridium ins Gewicht. Bei diesen Beiden war
Galaktose um knapp tber 10 % zu héheren und Arabinose zu ungefahr 10 % niedrigeren

Werten hin verandert (Abbildung 40). Diese Tatsache lie3 darauf schlieRen, dass dort
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Teile der leichtfliichtigen terminalen Arabinose wahrend der Analyse zu stark abgedampft
wurden und muss bei der weiteren Strukturmodellierung berticksichtigt werden. Ferner
waren in der Bindungstypanalyse sowohl in den nativen als auch uronséurereduzierten
Proben geringe Mengen anderer Zucker detektiert worden und somit in Ubereinstimmung
mit den Acetylierungsdaten. Glukuronséduren kamen nur in relativ geringen Mengen als
terminale Monosaccharide in den untersuchten AGPs vor und hatten daher keinen groRen

Einfluss auf die Unterschiede beim Vergleich der nativen und uronsdurereduzierten

Proben.
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Abbildung 40: Vergleich der Gal- und Ara-Anteile der nativen und uronsaurereduzierten AGPs von
Acetylierung (Ac) und Methylierung (Me)
LA = Lycopodium annotinum, EA = Equisetum arvense, DFM = Dryopteris filix-mas,

OR = Osmunda regalis und PA = Pteridium aquilinum

Die aus den verschiedenen Partialhydrolysen resultierenden Ergebnisse, insbesondere in
der Kombination mit Bindungstypanalysen, sollten Erkenntnisse Uber die genaue
Anordnung der Monosaccharide im Kohlenhydratteil liefern.

Da das Probenmaterial aller untersuchten Pflanzen begrenzt war, wurde der Schwerpunkt
auf den Vergleich der Monosaccharid-Verknlpfung zwischen den intakten und den

Smith-degradierten AGPs gelegt.

Typische Monosaccharidverknlpfungen, wie sie von AGPs aus Samenpflanzen bekannt
sind (z.B. 1,3,6-Galp, 1,6-Galp, 1,3-Galp, t-Araf), wurden in allen finf untersuchten
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intakten AGPs gefunden und spiegeln charakteristische Elemente von Typ-II-
Arabinogalaktanen wieder (CLARKE et al., 1979).

Der ungewohnliche Verzweigungspunkt 1,2,3-Galp, der in den AGPs von drei Moosarten
detektiert wurde (BARTELS et al., 2017), war im Lycopodium-AGP und den AGPs der
Monilophyten nicht vorhanden. Neben terminaler Araf waren 1,2-, 1,3- und 1,5-
verknlpfte Araf weitere typische Komponenten der AGPs aus Angiospermen
(NOTHNAGEL, 1997). Allerdings war interessanterweise beim Lycopodium-AGP 1,3-
verknupfte Araf mit etwa 15 %, beim Equisetum-AGP 1,5-verknupfte Araf mit ungeféhr
14 % und beim Pteridium-AGP 1,2-Araf mit ca. 10 % ungewohnlich hoch. Dieses
Phanomen konnte ein Indiz fir mehr Flexibilitdt in den Arabinoseseitenketten von
Sporenpflanzen verglichen mit den von Samenpflanzen sein, deren AGPs normalerweise
von terminaler Araf dominiert und nur von kleinen Mengen anderer Ara-
Verknipfungsarten begleitet werden.

AGPs aus Samenpflanzen enthalten meist hauptsdchlich terminale Araf, Galp und
manchmal auch GlcAp. Die AGPs von Moosen wiesen zusatzlich terminale 3-O-Me-
Rhap in Mengen zwischen 2,3 und 11,9 % auf (BARTELS et al., 2017), welche auch in
den Monilophyten-AGPs in etwas geringeren Anteilen (1,4 — 7,2 %, Tabelle 8) detektiert
wurden. Im AGP von Lycopodium trat jedoch neben den Gblichen terminalen Zuckern der
Angiospermen pyranosidische Arabinose in bemerkenswerter Menge mit rund 14 % auf,
dafur aber keine 3-O-Me-Rhap wie bei den untersuchten Monilophyten.

Zwar wurde Arap schon o6fter in Arabinogalaktanen nachgewiesen, jedoch bisher nur in
geringeren Mengen. Beispiele dafiir sind u.a. AGs aus dem Holz verschiedenerer
Léarchen-Arten (GOELLNER et al., 2011) und anderer Gymnospermen, wie Fichte und
Kiefer (WILLFOR et al., 2002). Nur selten wurde Arap als Komponente von AGPs
beschrieben (BACIC et al., 1987; WACK et al., 2005; CLASSEN, 2007; TRYFONA et
al., 2010).

Ein Vergleich der methylierten intakten AGPs mit und ohne Uronséure-Reduktion I&sst
Ruckschlisse auf den Bindungstyp der Uronséuren und deren Verknupfung mit anderen
Monosacchariden zu. Steigt der Gehalt an 1,6-Galp nach Reduktion an, so deutet das auf
eine Bindung der Uronsduren an diese Bausteine (THUDE und CLASSEN, 2005). Das
liegt daran, dass die Zucker, an denen Uronsduren gebunden sind, nach Hydrolyse nicht
als Monosaccharide sondern mit dieser Uronsdure zusammen als Di- bzw. Trisaccharide
(z.B. Gal-GIcA) vorliegen und somit der Messung unzuganglich sind. Nach einer

Carboxylgruppen-Reduktion mit Natriumbordeuterid hingegen kann eine normale
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Methylierungsanalyse durchgefihrt werden (BIERMANN und MCGINNIS, 1988;
THUDE und CLASSEN, 2005).

Fur das AGP aus Equisetum lagen keine Daten zur nativen Probe vor.

Da bei den anderen vier untersuchten Pflanzen die Mengen an 1,6-Galp jeweils in beiden
intakten AGPs (also den nativen und uronsaurereduzierten) sehr gering waren und keine
eindeutige Steigerung detektiert wurde, waren die in den Proben enthaltenen
Glukuronsauren vermutlich mit anderen Zuckerbausteinen verkniipft. Uberdies konnten
weitere Bausteine, wie 1,2-Araf, 1,5-Araf und 1,3-Galp, als Bindungspartner der GIcA
ausgeschlossen werden. Bei 1,3-Galp konnte das schon ein Hinweis flir das
Vorhandensein dieses Bausteins in der Hauptkette und nicht in den Seitenketten sein
(GOLLNER et al., 2010; KITAZAWA et al., 2013).

Weiterhin waren beim Vergleich von unreduzierter zu reduzierter AGP-Probe in
Lycopodium und den leptosporangiaten Farnen die Mengen an 1,3,6-Galp, bei
Lycopodium zusétzlich 1,3-Araf und bei Osmunda und Pteridium auch 1,4-Galp
gestiegen. Somit kamen die eben genannten Gruppen als mdgliche Verknilipfungsstellen
der GIcA in Betracht. 1,3,6-Galp und 1,4-Galp wurden schon bei Baptisia tinctoria als
maogliche Bindungspartner der GIcA angenommen (WACK et al., 2005). Trotzdem ist
dabei zu berticksichtigen, dass leichte Steigerungen der Konzentration auch infolge von
Schwankungen innerhalb der Analyse auftreten konnten und damit keine zuverléssigen
Parameter sondern nur Indizien sind. Hinsichtlich der Zuverldssigkeit der Ergebnisse
missten Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt werden. So kdnnten u.a. eventuelle Fehler
durch unvollstdndige Reduktion, unvollstdndige Methylierung oder unvollstandige

Oxidation wéhrend der Smith-Degradierung vermieden werden.

Die Smith-Degradation der AGPs lieferte zusatzliche Informationen zur Aufklarung der
AGP-Strukturen. Dies war insbesondere wichtig, um den Aufbau des Kohlenhydrat-
Rickgrats zu beurteilen. Bisher wurde uberwiegend von 1,3-verkniipften Galaktose-
Rickgraten mit am C-6 verzweigten 1,6-Galp-Seitenketten, an die wiederum am C-3
hauptsachlich Arabinose gebunden war, berichtet (THUDE und CLASSEN, 2005;
GOLLNER et al., 2010). Fiir einige AGPs wurde auBerdem beschrieben, dass diese
Hauptkette aus 1,3-Galp durch einzelne Monomere von 1,6-Galp oder 1,5-Araf
unterbrochen wurde (FINCHER et al., 1983; CHURMS und STEPHEN, 1984; BACIC et
al., 1987; TAN et al., 2004). Teilweise wurde auch dargelegt, dass Arabinose direkt in
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Form von Mono- und Oligosacchariden an das Galaktose-Riickgrat gebunden war
(PONDER und RICHARDS, 1997; WILLFOR et al., 2002).

In den Smith-degradierten AGPs wurden je 20 — 30 % 1,3,6- und 1,3-Galp als auch 10 —
20 % 1,6-Galp nachgewiesen. Bei den Monilophyten war zusatzlich ungefahr 15 %
terminale Galp vorhanden, beim Lycopodium dagegen nur ca. 1 %. Der Unterschied in
der Konzentration an Galp bedeutete, dass in den Monilophyten etwas mehr
Monosaccharide mit vicinalen OH-Gruppen an 1,3,6- und 1,3-Galp gebunden vorlagen
und in Lycopodium fast ausschlie3lich Zucker ohne vicinale OH-Gruppen, wie z.B. die
1,3-Araf. Die mengenmaliige Zusammensetzung der Bausteine deutete aber bei allen
untersuchten AGPs auf immer noch stark verzweigte AG-Molekile hin. Dies wurde auch
durch die bei den Smith-degradierten AGPs weiterhin bestehende Differenz zwischen
héherem absoluten Molekulargewicht und geringerem hydrodynamischen Volumen
bestéatigt (siehe V1.2.3). Deshalb lag die Vermutung nahe, dass die Seitenketten der AGPs
zuvor nicht nur aus Periodat-labilen Gruppen, wie z.B. 1,6-Galp bestanden, sondern auch
uber 1,3,6-Galp-Bausteine verfugten.

Es liell sich daraus jedoch nicht ableiten, ob auch 1,6-Galp zuvor in der Hauptkette
vorhanden war. Dieses schien zumindest aufgrund der in den intakten AGPs geringen
Menge an 1,6-Galp-Bindungstypen eher unwahrscheinlich. Weiterhin konnte nicht
festgestellt werden, ob 1,3-Galp Teil der Seitenketten war. Auch wenn diese Moglichkeit
in der Literatur fur ein AGP aus Avena sativa vorgeschlagen wurde (GOLLNER et al.,
2011), ware es biosynthetisch fraglich. Daher wurde dieser Aspekt bei weiterer
Betrachtung zunachst ausgeschlossen. Uberpriift werden kénnte dies mittels sich
anschlieBender zweiter Smith-Degradation. Wirden dort noch immer 1,3,6-Galp und 1,3-
Galp detektiert werden, so sprache dies fur 1,3-Galp-Bindungen in den Seitenketten.

Bei der Smith-degradierten Probe des AGP von Lycopodium war die terminale Araf
gegeniber den intakten Lycopodium-AGPs erhoht, was auf die hohe Menge an 1,3-Araf
vor der Behandlung zurlickzufiihren war. Aus diesem Ergebnis konnte geschlossen
werden, dass 1,3-Araf im intakten AGP vor allem an andere nicht Periodat-labile
Bindungstypen der Seitenkette (z.B. 1,3,6-Galp) verknipft gewesen sein musste. Diese
Schlussfolgerung stimmte zusétzlich gut mit der kurz zuvor genannten Theorie bezlglich
der geringen 1,6-Galp-Konzentration der Smith-degradierten Probe des Lycopodium-AGP
Uberein, aus der resultierte, dass 1,3,6-Galp-Bausteine in den Seitenketten vorkamen.

Da in den untersuchten AGPs viele verschiedene Bindungstypen auftauchten, ist es nicht

maoglich endgultige Aussagen beztglich der Struktur des Kohlenhydratteils zu machen.
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Weitere unterschiedliche Hydrolysen (z.B. mit Enzymen) und anschlieende
Verknupfungsanalysen wirden eine genauere Interpretation moglich machen.
Entsprechend den bisher ermittelten Hinweisen zur Kohlenhydratstruktur wurden
Strukturvorschlage zur Veranschaulichung entwickelt (Abbildung 41 — Abbildung 45).

Details, wie beispielsweise die Verknipfung der Glukuronsaure mit C-3 oder C-6 der
1,3,6-Galp konnten nur modellhaft dargestellt werden. Dafur wéren genauere

Untersuchungen mit z.B. Kernspinresonanzspektroskopie (SAULNIER et al., 1992) oder

enzymatischem Abbau durch B-Glukuronidase und anschlieRender Bindungstypanalyse
(KONISHI et al, 2008) notig. Des  Weiteren  waren mittels
Kernspinresonanzspektroskopie oder NMR Aussagen zur a- bzw. B-Konformation der
einzelnen Monosaccharide moglich gewesen (AGRAWAL, 1992; PONDER und
RICHARDS, 1997; SIMS und FURNEAUX, 2003).

O Galp Q Glep
* Araf i% Arap

Abbildung 41: Strukturmodell des Kohlenhydratgrundgeristes des Lycopodium-AGP (oben) und
Smith-degradiert (unten)
* evtl. 1,6-Galp oder 1,5-Araf z.B. an dieser Stelle in der Hauptkette
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Abbildung 42: Strukturmodell des Kohlenhydratgrundgeriistes des Equisetum-AGP (oben) und
Smith-degradiert (unten)

* evtl. 1,6-Galp oder 1,5-Araf z.B. an dieser Stelle in der Hauptkette
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Abbildung 43: Strukturmodell des Kohlenhydratgrundgeristes des Dryopteris-AGP (oben) und
Smith-degradiert (unten)
* evtl. 1,6-Galp oder 1,5-Araf z.B. an dieser Stelle in der Hauptkette
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Abbildung 44: Strukturmodell Kohlenhydratgrundgerustes des Osmunda-AGP (oben) und Smith-
degradiert (unten)

* evtl. 1,6-Galp oder 1,5-Araf z.B. an dieser Stelle in der Hauptkette
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O Galp Q GlcAp O Hexose
* Araf - 3-O-Me-Rhap

Abbildung 45: Strukturmodell des Kohlenhydratgrundgertstes des Pteridium-AGP (oben) und
Smith-degradiert (unten)
* evtl. 1,6-Galp oder 1,5-Araf z.B. an dieser Stelle in der Hauptkette

Der typische Aufbau der 1,6-Galp-Seitenketten mit an C-3 verkntpfter Araf traf flr die
Modelle der untersuchten AGPs nicht ausnahmslos zu. Oftmals ergab sich aus den
Berechnungen, dass Monosaccharide ohne vicinale OH-Gruppen, wie 1,2- und 1,3-Araf
an C-6 geknlpft waren und somit die wenigen 1,4- und 1,6-Galp-Molekile teilweise an
C-3 der Seitenkette gebunden sein mussten, auch wenn dieser Aufbau aufgrund der
bereits bekannten AGPs untypisch ist. Aullerdem waren direkte Bindungen wvon
Arabinose-Oligomeren an das Galaktose-Riickgrat fur das Lycopodium-AGP (wie
dargestellt) denkbar. Diese Ara-Disaccharide kdnnten aber alle auch nur mit den

Galaktose-Seitenketten verknlpft sein.
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Zudem konnte nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die AGPs doch
vereinzelt 1,6-Galp oder 1,5-Araf in der Hauptkette (evtl. an den in den Abbildungen mit
* gekennzeichneten Stellen) oder 1,3-Galp in den Seitenketten besitzen, da der relative
Anteil an 1,3-Galp in einigen der Smith-degradierten Proben fur die dargestellten
Strukturvorschlage eigentlich etwas hoher hatte sein missen. Zumindest fir den ersten
Fall, dass 1,6-Galp oder 1,5-Araf in der Hauptkette vorhanden ist, hétten niedrigere
Molekulargewichte nach der Smith-Degradierung vorhanden sein miissen (Tabelle 21).
Variationen in den L&ngen der Seitenketten, wie in den untersuchten AGPs, sind bereits
fiir einige AGPs beschrieben worden (WACK et al., 2005; TRYFONA et al., 2010).
Auch wurde zuvor schon von unterschiedlichen Strukturen innerhalb der Seitenketten
(CLASSEN et al., 2005; WACK et al., 2005) und weiteren untypischen Monosacchariden
wie 1,3,4,6-Galp in AGPs berichtet (BACIC et al., 1987).

Trotz der im Vergleich zu Angiospermen-AGPs geringen Menge an 1,6-Galp, sowie
hoheren Mengen an Periodat-stabiler Arabinose und damit untypischem Aufbau der
Seitenketten, konnte das Kohlenhydratgerist dem Typ-1I-AG zugeordnet werden
(ASPINALL, 1973). Dieses unterscheidet sich tuberwiegend in der Hauptkette der AGs
vom Typ-1, welche aus 1,4-Galp statt 1,3-Galp aufgebaut ist. Die untersuchten AGPs

wiesen zudem an Position 6 des Riickgrates Seitenketten, wie fir Typ-11 beschrieben, auf.

Weitere Aufschliisse Uber die Struktur der untersuchten AGPs lieferten die in ELISAS
ermittelten Kreuzreaktivitaten mit Antikdrpern, die gegen die Kohlenhydratstrukturen des
Echinacea purpurea-AGP gerichtet sind. Flr den monoklonalen Antikérper wurde friiher
bereits gezeigt, dass sich das entsprechende Epitop im Galaktan-Grundgerist befindet
(CLASSEN et al., 2004). Da alle untersuchten AGPs zwar die fur Typ-1l beschriebene
Hauptkette mit an C-6 verzweigten Seitenketten, aber kaum bzw. nur kurze 1,6-Galp-
Seitenketten aufwiesen, erwartete man entweder bei allen finf oder keinem der funf
untersuchten AGPs eine Kreuzreaktivitdat. Bei allen Monilophyten-AGPs war die
Reaktion mit dem monoklonalen AK sehr schwach. Infolge der deutlich héheren 1,6-
Galp-Konzentration des Echinacea-AGP (14,7 %) spréache dies flr 1,6-Galp als wichtigen
Teil des Epitops, welcher durch den verwendeten Antikorper erkannt wird. Aktuelle
Untersuchungen mit synthetisch hergestellten Oligosacchariden konnten diese Vermutung
verifizieren (unpublizierte Daten, personliche Mitteilung von Dr. Fabian Pfrengle,
Berlin). Unklar ist, warum das Lycopodium-AGP im Vergleich zu den Anderen relativ gut

von dem Antikorper erkannt wurde, obwohl es auch kaum 1,6-Galp enthielt.
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Bei den polyklonalen AKs wurde bereits festgestellt, dass sie gegen Epitope mit Araf-
Resten reagieren (CLASSEN et al., 2005). Deshalb war nicht verwunderlich, dass alle
untersuchten AGPs eine Interaktion zeigten. Interessant war dabei vor allem, dass die
Monilophyten-AGPs sogar besser von diesen Antikorpern erkannt wurden als das AGP
aus dem Echinacea-Presssaft. Das Lycopodium-AGP stellte erneut eine Ausnahme dar,
weil die Kreuzreaktivitat mit diesen AKs geringer ausfiel.

Die schwéchere Bindung mit dem Lycopodium-AGP ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
die hohe Menge terminaler Arap zurtickzufiihren, wodurch die arabinosehaltigen Epitope
dieses AGP deutlich anders sind. Fir das AGP aus der Zellkultur von Echinacea
purpurea, welches weniger 1,5-Araf, dafur mehr 1,3-Araf und terminale Arap zeigte, als
das aus dem Presssaft gewonnene, war auch eine geringere Kreuzreaktivitat gemessen
worden (CLASSEN, 2007). Bei den AGPs der Monilophyten hingegen, konnte die
Vielfalt der in den polyklonalen AKs vorkommenden Epitop-bindenden Stellen
vermutlich besonders gut mit deren Feinstruktur wechselwirken. Ein weiterer Grund fir
die schwachere Aktivitdt des Echinacea-AGP in diesem Testsystem konnten
chargenspezifische Unterschiede sein, wie sie bei Polysacchariden bzw. Glykoproteinen
aus Pflanzen in Abhéngigkeit von den Umweltbedingungen (z.B. Erntezeitpunkt, Klima
etc.) in der Regel vorkommen. Es handelte sich bei dem eingesetzten Echinacea-AGP
nicht mehr um das Originalantigen, sondern um eine andere Charge aus einem anderen
Erntejahr.

Neben diesen Beiden, gegen das Echinacea-AGP gerichteten AKs, gibt es noch weitere
zahlreiche mehr oder weniger spezifische, Uberwiegend monoklonale AKs, die gegen
Epitope von Zellwandpolysacchariden u.a. AGPs gerichtet sind. Sie werden zur Detektion
von verschiedenen Polysacchariden und AGPs in pflanzlichen Zellwénden genutzt und
liefern damit teilweise auch erste Hinweise zu deren Funktionen (CASERO et al., 1998;
COIMBRA et al., 2007; CHENG et al., 2008; ALTANER et al., 2010; LEROUX et al.,
2011; LEROUX et al., 2015). Eine Testung dieser kommerziell erhéltlichen AKs kdnnte

weitere Hinweise zur Struktur der untersuchten AGPs liefern.

2.2 Proteinstruktur

Fur die Charakterisierung des Proteinteils der AGPs wurde die Proteinmenge quantifiziert
und die Aminosdurezusammensetzung analysiert.

Der Proteingehalt, der mit Hilfe von den zwei verwendeten Methoden (Elementaranalyse

und Aminosdureanalyse) bestimmt wurde, lag fir die vier Monilophyten-AGPs
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durchschnittlich bei 6,7 — 12,1 % und fur Lycopodium-AGP bei durchschnittlich 17,0 %.
Damit waren die Proteingehalte der Monilophyten-AGPs mit denen der Samenpflanzen,
welche normalerweise um die 10 % Protein enthielten (CLARKE et al.,, 1979)
vergleichbar. Beim Lycopodium-AGP hingegen war die Menge an Protein untypisch hoch
und somit vergleichbar mit der des Acacia robusta-AGP (18,0 %; CHURMS und
STEPHEN, 1984) und des Moos-AGP aus Polytrichastrum (17,8 %; BARTELS et al.,
2017).

Die Zusammensetzung der AGP-Proteinteile war durch hohe Mengen an GIn/Glu,
Asn/Asp, Thr, Ser, Leu, Hyp und Ala charakterisiert, wobei bei Lycopodium Lys
dominierte. Hyp, Ser, Ala, Thr, GIn/Glu, Asn/Asp und Gly treten als Hauptaminosduren
in AGPs der Angiospermen auf (NOTHNAGEL, 1997; ELLIS et al., 2010; GOLLNER et
al., 2010). Somit &hnelten die untersuchten AGPs den AGPs der Samenpflanzen
hinsichtlich ihrer Aminosaurezusammensetzung. Zudem stimmte die Zusammensetzung
der Aminosduren des Osmunda-AGP gut mit den Untersuchungen an dem
,,LArabinogalaktan-reichen Protein“ aus derselben Gattung, in der hauptsachlich Glx, Asx,
Ser, Thr und Hyp auftraten, uberein (AKIYAMA et al., 1988). Einzig das Lycopodium-
AGP fiel mit Lys als dominierender Aminoséaure besonders ins Auge. Kurze Lys-reiche
Regionen innerhalb der AGP-Proteinteile wurden bei Spermatophyten bereits beschrieben
(SUN et al., 2005; MA et al., 2017). Ansonsten glich die Aminosdurezusammensetzung
denen der leptosporangiaten Farne.

Verantwortliche Aminoséaure fur die O-glykosidische Bindung zwischen Protein und
Polysaccharid-Ketten ist in AGPs hauptsachlich Hyp (NOTHNAGEL, 1997; THUDE und
CLASSEN, 2005; GOLLNER et al., 2010). Die Hyp-Menge des Equisetum-AGP war
etwas hoher, der Proteingehalt allerdings eher geringer als bei Angiospermen. Dafir war
verglichen mit den Angiospermen die Hyp-Menge der anderen vier untersuchten AGPs
im unteren Bereich. Es ergab sich die Frage, ob in allen finf AGPs genligend Hyp-
Bindungsmaglichkeiten zur Verfigung standen.

Zur Uberpriifung der Anzahl an moglichen Bindungsstellen war die Kombination mit den
Ergebnissen der absoluten Molekulargewichte notwendig, da so die GroRe des

Proteinteils der jeweiligen AGPs bestimmt werden konnte (siehe V1.2.3).
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2.3 Strukturmodelle der untersuchten AGPs

Die mittels GPC ermittelten durchschnittlichen absoluten Molekulargewichte der
Hauptfraktionen der untersuchen AGPs lagen mit 93 — 173 kDa in einem Bereich der
auch fur Angiospermen-AGPs typisch ist (60-300 kDa, NOTHNAGEL, 1997). Fir ein
“Arabinogalaktan-reiches Protein” aus Osmunda japonica wurde ein hydrodynamisches
Volumen von 51 kDa bestimmt (AKIYAMA et al., 1988) und stimmte damit mit der hier
untersuchten Osmunda-Art Uberein. Deutlich kleinere hydrodynamische Volumina der
untersuchten AGPs deuteten, wie bereits zuvor erwéhnt, auf stark verzweigte Molekdile
hin.

Unterstutzt wurde diese Annahme mittels hoher Mengen an 1,3,6-Galp-
Verzweigungspunkten, die in den nativen und Smith-degradierten Proben der
Bindungstypanalyse  gefunden wurden. Im  Vergleich zu den absoluten
Molekulargewichten wiesen die Smith-degradierten Proben noch immer teilweise
deutlich kleinere hydrodynamische Volumina auf. Da der Unterschied zwischen
absolutem Molekulargewicht und hydrodynamischem Volumen allerdings i.d.R. nicht
mehr ganz so groR war, deutete das auf eine Abnahme des Verzweigungsgrades hin.

Der Molekulargewichtsvergleich der alkalisch hydrolysierten AGPs mit den nativen
AGPs sollte der Bestimmung von Grofze und Anzahl der Polysaccharidketten dienen, die
an das Proteinrlickgrat geknupft waren.

Dabei wurden nach alkalischer Hydrolyse fiir jedes untersuchte AGP zwei AG-Fraktionen
ausgemacht. Die groReren Fraktionen (68 — 126 kDa) entsprachen basierend auf einem
Ara/Gal-Verhdltnis von etwa 1:1,5 ca. 400 — 750 Monosacchariden und waren vermutlich
Resultate unvollstandiger Hydrolyse, da bisher laut Literatur die GroRe der
Polysaccharideinheiten von AGPs nach alkalischer Hydrolyse zwischen 5 —30 kDa
(entspricht 30 — 180 Monosacchariden) betrug (VOLK et al., 2007; ELLIS et al., 2010;
GOLLNER et al., 2010; GOLLNER et al., 2011). Die kleineren Fraktionen (13 — 23 kDa)
passten mit einer Anzahl von etwa 80 — 140 Monosacchariden zu den Angaben, die in der
Literatur beschrieben wurden. Es fiel auf, dass die kleineren AG-Fraktionen der
leptosporangiaten Farne mit 13 — 17 kDa im Gegensatz zu Lycopodium und Equisetum
mit 23 und 20 kDa aus weniger Monosacchariden (80 — 105 im Vgl. zu 140 und 120)
aufgebaut waren. Abhangig von der Art wirden die funf AGPs, unter Annahme immer
gleich groRer Zuckerreste innerhalb eines AGPs, 5 — 10 Polysaccharidketten aufweisen.

Dadurch wirde die Annahme der globulé@ren Struktur unterstiitzt werden. Es ist jedoch
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keine oder ein bis drei weitere kleine Ketten enthielten (Tabelle 22, Abbildung 46).

Tabelle 22: Anzahl der AGs in den untersuchten AGPs des Sommers 2014

Probe MG MG MG MG Anzahl
AGP Proteinteil Polysaccharidteil einzelne AGs der AGs
[kDa] [kDa] [kDa] [kDa] pro AGP
Lycopodium 142 24 118 126 1agr.
annotinum 23 oder 5 Kkl.
Equisetum 119 8 111 87 1gr. & 1Kl
arvense 20 oder 7 KI.
Dryopteris 184 22 162 109 1gr. &3kl
filix-mas 17 oder 10 KI.
Osmunda 89 8 81 68 1gr. & 1K
regalis 13 oder 6 Kl.
Pteridium 122 8 114 92 1gr. &2kl
aquilinum 14 oder 8 Kkl.

MG = Molekulargewicht, gr. = groRRe, kl. = kleine

Im Pelargonium-AGP wurde beispielsweise eine grofere Zuckereinheit (50 kDa) mit
weiteren kleineren Zuckereinheiten (0,7 —15 kDa) vermutet (DUCHOW, 2012).
Aulerdem war nicht feststellbar, ob an dem Proteinriickgrat der AGPs zusatzlich kleinere
Arabinose-Oligosaccharide, wie teilweise in der Literatur beschrieben (ELLIS et al.,
2010), vorkamen, weil nach der alkalischen Hydrolyse zuerst dialysiert wurde. So wurden
Molekiile mit einem Molekulargewicht von unter 1000 Da vor der GPC-Analyse entfernt.
Eine Identifizierung von Ara-Oligosacchariden konnte ohne vorhergehende Dialyse unter

Zuhilfenahme von préparativer Auftrennung sowie anschlieRender Analytik der einzelnen

Fraktionen erfolgen.

147




Diskussion

AG Proteinkette
(unterschiedlicher GroRe) Bindungsaminosdure

Abbildung 46: Zwei Modellvorschlage am Beispiel des Osmunda-AGP
links: mehrere kleine gleichgrol’e Arabinogalaktan-Ketten;

rechts: eine groRe und eine kleine Arabinogalaktan-Kette

Wie bereits in VI1.2.2 beschrieben, erfolgt die Verknipfung der Polysaccharidketten
vorherrschend tber kovalente Bindung der Gal mit dem Hyp des Proteinteils (STRAHM
etal., 1981; VAN HOLST und KLIS, 1981; BACIC et al., 1987; Ql et al., 1991). Bei den
Ara-Oligosacchariden z.B. wirde die kovalente O-glykosidische Bindung uber Ara mit
Hyp stattfinden (YAMAGISHI et al., 1976; HAAVIK et al., 1982).

Ebenfalls diskutiert wurden O-glykosidische Verknupfungen mit Ser und Thr sowie N-
glykosidische tber Asn (HILLESTAD et al., 1977, TSUMURAYA et al., 1987,
NOTHNAGEL, 1997; SHOWALTER, 2001). So wie auch in dieser Arbeit, fehlen in den
meisten wissenschaftlichen Texten zu AGPs genaue Untersuchungen zu den
Kohlenhydrat-Protein-Verkniipfungen. Daher ist eine Aussage Uber die Haufigkeit dieser
vorkommenden Verknipfungsmoglichkeiten schwer. Um nahere Angaben zu den
Bindungen der Zuckereinheiten mit den entsprechenden Aminosduren zu machen,
missten Proteinsequenzierungen durchgefiihrt werden. Dies koénnte z.B. nach
Deglykosylierung mit Hilfe des Edman-Abbaus (MORT und LAMPORT, 1977;
CLASSEN et al., 2005) oder mittels molekularbiologischer Methoden (HERVE et al.,
2016) geschehen. Nur Aminoséuren, die in bestimmten Aminosauresequenzen vorliegen,
bilden Uberhaupt O- oder N-glykosidische Bindungen aus (KIELISZEWSKI und
LAMPORT, 1994; NOTHNAGEL, 1997; LEROUGE et al., 1998; KIELISZEWSKI,
2001). Aufgrund der fehlenden Proteinsequenzierung war keine eindeutige Bestimmung

der Bindungsaminosauren moglich. Da N-glykosidische Bindungen in der Regel nur bei
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pflanzlichen Polysacchariden mit viel Man und N-Acetylglucosamin (GIcNAc) zu finden
sind (LEROUGE et al., 1998), wurde angenommen, dass diese Bindungen nicht in den
untersuchten AGPs, die kaum Man und kein GIcNAc aufwiesen, vorkamen. Die
Verknupfungen erfolgten aller Wahrscheinlichkeit nach O-glykosidisch.

Unter Einbeziehung des Proteinanteils in Bezug auf das Molekulargewicht der jeweiligen
AGPs ergaben sich verschieden grole Proteinteile fiir die untersuchten AGPs (siehe auch
Tabelle 22). Daraus wiederum konnte mit Hilfe der Aminoséurezusammensetzung die
Anzahl der einzelnen Aminosduren berechnet werden.

So besallen die AGPs von Lycopodium und Equisetum vermutlich genligend Hyp fir die
Bindungen (Tabelle 23 und Tabelle 24). Sie wiesen rechnerisch jeweils 10 Hyp fur
5 bzw. 7 Verknulpfungen mit Polysaccharidketten auf.

Die AGPs von Dryopteris, Osmunda und Pteridium wiesen, blieb man weiterhin bei der
Annahme von 6 —10 Polysaccharidketten fir diese AGPs, zu wenig Hyp fir alle
Verknipfungen auf (Tabelle 25 — Tabelle 27). So ergaben sich fir das Dryopteris-AGP
anhand des Hyp nur 6 Bindungsstellen fiir 10 Polysaccharidketten, fir das Osmunda-AGP
3 Bindungsstellen fir 6 Polysaccharidketten und fir das AGP von Pteridium 4
Bindungsstellen fur 8 Polysaccharidketten. Das wiirde zu der Schlussfolgerung fihren,
dass dort auch Bindungen zwischen Gal und Ser bzw. Thr vorliegen mussten. Mit je 17
Ser und Thr fir Dryopteris, je 6 Ser und Thr fur das Osmunda-AGP bzw. 7 Ser und 6 Thr
fir das Pteridium-AGP wiesen sie somit gentgend Bindungsstellen auf. Durch die
wenigen Hyp-Bindungsstellen wére zudem das Vorkommen von an Hyp gebundenen
Arabino-Oligosacchariden in diesen AGPs unwahrscheinlich. Noch zweifelhafter ware
die Anwesenheit dieser Arabino-Oligosaccharide bei Bericksichtigung der Hyp-
Kontiguitats-Theorie, die besagt, dass grofle Zuckerketten an einzeln angeordnete Hyp-
Bausteine und kurze Zuckerketten an aneinandergereihte Hyp-Bausteine gebunden sind
(KIELISZEWSKI und LAMPORT, 1994; KIELISZEWSKI et al., 1995). Diese Theorie
trifft jedoch im Ubrigen nicht bei allen AGPs zu (BALDWIN et al., 1993).

Die Berechnung der absoluten Anzahl an Hyp-Molekilen erfolgte zusatzlich unter
Verwendung der photometrisch ermittelten Hyp-Konzentrationen. Die Werte wurden
dabei auf die absoluten Molekulargewichte der AGPs bezogen und lieferten nahezu
identische Ergebnisse (flir Lycopodium-AGP 11 Hyp, Equisetum-AGP 10 Hyp,
Dryopteris-AGP 6 Hyp, Osmunda-AGP 3 Hyp und Pteridium-AGP 4 Hyp).
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Tabelle 23: Aminosaure (AS)-Verteilung des 24 kDa grofRen Proteinteils* vom Lycopodium-AGP des
Sommers 2014

Lycopodium annotinum
AS im Protein in  Molekulargewicht 100 % entsprechen Anzahl an AS im

% (m/m) der AS in g/mol 24000 Da Protein
GIx* 8,2 147,13 1968 13
Asx* 8,4 133,10 2016 15
Thr 7,8 119,12 1872 16
Ser 6,8 105,09 1632 16
Leu 8,0 131,18 1920 15
Hyp 5,3 131,13 1272 10
Ala 55 89,09 1320 15
Val 6,5 117,15 1560 13
Lys 10,8 145,19 2592 18
Gly 4,6 75,07 1104 15
Phe 5,2 165,19 1248 8
Pro 4,2 115,13 1008 9
lle 4,7 131,17 1128 9
Tyr 3,7 181,19 888 5
Arg 6,7 174,20 1608 9
Met 1,1 149,21 264 2
His 1,8 155,16 432 3
Cys 0,2 121,16 48 0
Sonstige 0,5 120 1
> 100,0 24000 192

* Berechnung der GroRe auf Basis von absolutem Molekulargewicht und absolutem Proteingehalt des
nativen AGP (Sommer 2014); * Molekulargewicht der entsprechenden Saure verwendet

Tabelle 24: AS-Verteilung des 8 kDa grof3en Proteinteils* vom Equisetum-AGP des Sommers 2014

Equisetum arvense
AS im Protein in  Molekulargewicht 100 % entsprechen Anzahl an AS im

% (m/m) der AS in g/mol 8000 Da Protein
GIx* 10,0 147,13 800 5
Asx” 8,5 133,10 680 5
Thr 9,4 119,12 752 6
Ser 10,8 105,09 864 8
Leu 6,7 131,18 536 4
Hyp 15,9 131,13 1272 10
Ala 9,1 89,09 728 8
Val 6,1 117,15 488 4
Lys 2,8 145,19 224 2
Gly 53 75,07 424 6
Phe 2,5 165,19 200 1
Pro 44 115,13 352 3
lle 2,7 131,17 216 2
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Tyr 2,4 181,19 192 1
Arg 0,8 174,20 64 0
Met 1,3 149,21 104 1
His 0,7 155,16 56 0
Cys 0,3 121,16 24 0
Sonstige 0,3 24 0
Y 100,0 8000 66

* Berechnung der GroRe auf Basis von absolutem Molekulargewicht und absolutem Proteingehalt des

nativen AGP (Sommer 2014); * Molekulargewicht der entsprechenden Saure verwendet

Tabelle 25: AS-Verteilung des 22 kDa grofRen Proteinteils* vom Dryopteris-AGP des Sommers 2014

Dryopteris filix-mas
AS im Protein in  Molekulargewicht 100 % entsprechen Anzahl an AS im

% (m/m) der AS in g/mol 22000 Da Protein
GIxX* 8,8 147,13 1936 13
Asx” 10,0 133,10 2200 17
Thr 9,0 119,12 1980 17
Ser 7,9 105,09 1738 17
Leu 8,8 131,18 1936 15
Hyp 3,8 131,13 836 6
Ala 6,1 89,09 1342 15
Val 6,6 117,15 1452 12
Lys 4,5 145,19 990 7
Gly 53 75,07 1166 16
Phe 6,0 165,19 1320 8
Pro 4.7 115,13 1034 9
lle 50 131,17 1100 8
Tyr 6,0 181,19 1320 7
Arg 4,1 174,20 902 5
Met 14 149,21 308 2
His 1,0 155,16 220 1
Cys 0,3 121,16 66 1
Sonstige 0,7 154 1
> 100,0 22000 177

* Berechnung der Grole auf Basis von absolutem Molekulargewicht und absolutem Proteingehalt des

nativen AGP (Sommer 2014); * Molekulargewicht der entsprechenden Saure verwendet

Tabelle 26: AS-Verteilung des 8 kDa grof3en Proteinteils* vom Osmunda-AGP des Sommers 2014

Osmunda regalis
AS im Protein in  Molekulargewicht 100 % entsprechen Anzahl an AS im

% (m/m) der AS in g/mol 8000 Da Protein
GIx* 9,9 147,13 792 5
Asx” 9,6 133,10 768

6
Thr 8,6 119,12 688 6
Ser 7,4 105,09 592 6
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Leu 8,8 131,18 704 5
Hyp 53 131,13 424 3
Ala 7,4 89,09 592 7
Val 6,3 117,15 504 4
Lys 6,2 145,19 496 3
Gly 58 75,07 464 6
Phe 5,3 165,19 424 3
Pro 44 115,13 352 3
lle 4,5 131,17 360 3
Tyr 3,6 181,19 288 2
Arg 3,7 174,20 296 2
Met 14 149,21 112 1
His 0,9 155,16 72 1
Cys 0,7 121,16 56 1
Sonstige 0,2 16 0
Y 100,0 8000 67

* Berechnung der GroRe auf Basis von absolutem Molekulargewicht und absolutem Proteingehalt des

nativen AGP (Sommer 2014); * Molekulargewicht der entsprechenden Saure verwendet

Tabelle 27: AS-Verteilung des 8 kDa grof3en Proteinteils* vom Pteridium-AGP des Sommers 2014

Pteridium aquilinum
AS im Protein %  Molekulargewicht 100 % entsprechen

(m/m) der AS g/mol 8000 Da Anzahl an AS
GIx* 12,4 147,13 992 7
Asx” 12,1 133,10 968 7
Thr 8,9 119,12 712 6
Ser 8,8 105,09 704 7
Leu 8,0 131,18 640 5
Hyp 6,1 131,13 488 4
Ala 7,9 89,09 632 7
Val 6,7 117,15 536 5
Lys 3,3 145,19 264 2
Gly 6,0 75,07 480 6
Phe 4,5 165,19 360 2
Pro 3,7 115,13 296 3
lle 3,6 131,17 288 2
Tyr 3,2 181,19 256 1
Arg 2,4 174,20 192 1
Met 1,3 149,21 104 1
His 0,0 155,16 0 0
Cys 0,2 121,16 16 0
Sonstige 0,9 72 1
> 100,0 8000 67

* Berechnung der GroRe auf Basis von absolutem Molekulargewicht und absolutem Proteingehalt des

nativen AGP (Sommer 2014); * Molekulargewicht der entsprechenden Saure verwendet
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2.4  Strukturmodelle im Vergleich mit anderen AGPs

Bisher war die Isolierung und analytische Charakterisierung von Yariv-préazipitierten
AGPs aus nicht bliihenden Pflanzen auf drei Moosarten beschrankt (FU et al., 2007;
BARTELS et al., 2017).

Nun wurde die Existenz von AGPs im Evolutionsstadium von Lycophyten (Lycopodium)
und Monilophyten (Equisetum, Dryopteris, Osmunda und Pteridium) bestétigt. Dies
diente als erster Schritt, um die Wissenslicke zwischen Bryophyten- und
Spermatophyten-AGPs zu schliefen und die Struktur der untersuchten AGPs im
evolutiondren Kontext zu vergleichen. Dabei konnen eigentlich nur die AGPs direkt
miteinander verglichen werden, die durch das gleiche analytische Verfahren

einschlieBlich Yariv-Prézipitation isoliert wurden.

Um einen groben Uberblick tiber die in den Proben vorkommenden Strukturen auch im
Vergleich zu anderen AGPs zu erhalten, wurden zundachst die IR-Spektren herangezogen.
Die IR-Spektren der untersuchten AGPs stimmten mit denen in der Literatur fir AGPs
gezeigten bzw. beschriebenen Uberein (KACURAKOVA et al., 2000; CAPEK et al.,
2009; ZHOU et al., 2009; CAPEK et al., 2014). Generell ist die Auswertung der Spektren
von hochkomplexen Stoffen durch Uberlagerung von Peaks verschiedener Gruppen bei
gleichen oder &hnlichen Wellenzahlen jedoch oft nicht eindeutig.

So stammten bei den AGPs die breiten Banden um 3300cm™ aus den
Streckschwingungen von OH- und NH,-Gruppen der Zucker- und Proteineinheiten. Die
Banden von ungefdhr 2900 cm™ entstanden aus den C—H Streckschwingungen der
Methylen- oder Methylgruppen von sowohl Kohlenhydrat- als auch Aminoséureresten
(SAHA et al., 2011).

Ebenso wurde der Bereich von 1200 — 800 cm™ neben den genannten C—O—H- und C—-O—
C-Signalen durch weitere Signale von C— und —C/C—C-Gruppen beeinflusst.

Die Peaks bei etwa 1065cm™ und 1026 cm™ mit Schulter bei 964 cm™ waren
charakteristisch fur AGs (ROBERT et al., 2005). Dabei héngt der durch C-O-C-Bindung
(glc.-Bindg.) dominierte Bereich von 1160 —30cm™ stark von dem Polysaccharid-
Rickgrat ab und kann abhéngig von den Zusammensetzungen der Seitenketten variieren
(KACURAKOVA et al., 2000). Bei den untersuchten Proben lieR sich das gefundene
Maximum von etwa 1020 cm™ vermutlich auf die Valenzschwingung der C—O-Gruppe
zurlckfihren (YAMASSAKI et al., 2015).
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Die Proteinbanden der C=0-, N-H- und C-N-Gruppen mit intensiven Banden bei 1420,
1376 und 1225 cm™ (ZHOU et al., 2009) kénnten beispielsweise mit dem Signal der
Uronséaure (1420 cm™) iiberlappen. Zusétzlich hatte die deprotonierte Uronséure neben
dem Signal von 1420 cm™ ein Signal bei 1620 cm™ erzeugt. Hier konnte evtl. das
maximale Signal des Amid I, welches i.d.R. bei 1640 cm™ liegt, durch Einfluss der
Uronsaure verringert worden sein (Peakshift zu 1623 — 1638 cm™). Auch bei dem Signal
der Ester-Gruppe hétte das Signal der Carboxylsédure-Gruppe mit einflieBen konnen
(BOULET et al., 2007). Ebenfalls denkbar ist, dass Peaks teilweise aufgrund von
sterischen Interaktionen nicht mehr als einzelne Peaks sichtbar waren.

Vorsicht ist zudem geboten, wenn Verunreinigungen in der Probe enthalten sind, die auch
Signale erzeugen, wie z.B. Stdrke. Diese zeigt teilweise Banden bei denselben
Wellenlangen wie die AGPs: 1150, 1124 und 1100 fir C=0 & C-C, 1077, 1045, 1022,
994 und 928 fiir C-OH & CH, und 861 fiir C-O-C (ROBERT et al., 2005). Allerdings
sollte in den untersuchten Proben keine Starke vorhanden sein. Verunreinigungen mit
Phenolen konnten durch Banden bei 1517 cm™ fiir C=C und 1242 cm™ fiir Phenyl-OH
(CAPEK et al., 2014) in den entsprechenden Bereichen zu konzentrationsabhangigen

Abweichungen der Signale fiihren.

Neben den IR-Untersuchungen dienten die weiteren analytischen Charakteristika der
untersuchten AGPs einem detaillierteren Vergleich mit AGP-Strukturen der Literatur. Als
klassische Merkmale von AGPs wurden urspriinglich das VVorhandensein von AG-Ketten,
ein Hyp-reiches Proteinriickgrat und die Bindung mit AGIcY postuliert (DU et al., 1996;
TAN et al., 2012; HERVE et al., 2016). Diese Definition ist aufgrund der heute
bekannten Heterogenitdt und Komplexitat nicht mehr so streng zu sehen. Somit sind die
hier Yariv-gefallten AGPs, auch wenn diese teilweise nicht so hohe Hyp-Mengen
aufwiesen, der Familie der AGPs zugehdrig.

Alle funf untersuchen AGPs lagen mit ihrem 93 — 173 kDa groRen Molekulargewicht im
Bereich klassischer AGPs (NOTHNAGEL, 1997). Der Proteinanteil variierte dabei stark,
wobei sich nur das Lycopodium-AGP wesentlich von dem der klassischen AGPs abhob.
Die Ara/Gal-Verhéltnisse der leptosporangiaten Farne mit etwa 1:2, das Vorhandensein
von Glukuronséure in den Monilophyten-AGPs und hohe Hyp-Werte im AGP vom
eusporangiaten Farn Equisetum waren weitere typische Merkmale (GANE et al., 1995;
PUTOCZKI et al., 2007; GOLLNER et al., 2010). Eine relativ niedrige Hyp-Menge, wie

die der anderen vier AGPs, ist beispielsweise bereits aus dem Pelargonium-AGP
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(DUCHOW et al., 2016) bekannt. Im Falle vom AGP aus Daucus carota konnte sogar
uberhaupt kein Hyp nachgewiesen werden (BALDWIN et al., 1993).

In Bezug auf die Feinstruktur zeigte sich, dass bei allen AGPs der Hauptteil aus einem
zentralen Galaktan mit vergleichbaren Mengen von 1,3,6- und 1,3-verknulpfter Galp
besteht.

Der Gehalt an 1,6-verknupfter Galp war in den AGPs des Lycophyten und der
Monilophyten durchweg niedriger als in den AGPs der Samenpflanzen (THUDE und
CLASSEN, 2005; WACK et al., 2005). Er schwankt in den Moos-AGPs, die als Einzige
den ungewohnlichen Verzweigungspunkt 1,2,3-Galp aufweisen (BARTELS et al., 2017).
In Bezug auf die terminalen Monosaccharide zeichnen sich die AGPs von Moosen und
Farnen durch hoéhere Mengen an Rhap aus, wobei ein Teil davon als 3-O-Me-Rhap
identifiziert wurde (BARTELS et al., 2017). Dieses ungewohnliche Monosaccharid ist
bei Angiospermen-AGPs nicht vorhanden und konnte auch in dem Lycophyten-AGP
nicht nachgewiesen werden. Ein ungewdhnliches Merkmal des AGPs aus Lycopodium
war eine hohe Menge an terminaler Arap, welches den evolutionaren Unterschied zu den
Bryophyten und auch Monilophyten unterstreicht. Terminale Araf ist bisher in allen
AGPs prasent und kommt mit fortschreitender Evolution vor allem in Samenpflanzen-
AGPs reichlich vor.

Neben den Definitionen zur Struktur der Arabinogalaktane gibt es verschiedene Modelle
zur raumlichen Anordnung der gesamten AGP-Molekiile. Im Laufe der Zeit wurden das
,,wattle blossom“-Modell (FINCHER et al., 1983), sowie eine modifizierte Art davon
(SHOWALTER, 2001), das ,twisted hairy rope“-Modell (QI et al., 1991) und ein
abgeflachtes ellipsenférmiges bzw. diskusartiges Modell diskutiert (Abbildung 47). Das
Letzte ist bis jetzt nur fur ein bestimmtes AGP aus Gummi arabicum beschrieben worden
(SANCHEZ et al., 2008).

Bei dem ,,wattle blossom“-Model wird von einer globuléren Struktur der Molekile
ausgegangen, da mehrere verzweigte Polysaccharideinheiten um ein Kern-Protein
angeordnet sind. Die modifizierte Form dieses globulédren Modells liegt dann vor, wenn
neben den grolReren AG-Ketten weitere, sehr kleine Arabinose-Ketten das Kern-Protein
umgeben. Im Gegenteil zu vorher handelt es sich bei dem ,twisted hairy rope®“-Modell
um ein eher langgestrecktes Molekil. Die Polysaccharid- und arabinosehaltigen
Oligosaccharid-Ketten sind dabei um ein gestrecktes, stdbchenformiges Kern-Protein

herum gebunden. Jedes vierte Hyp tragt dabei eine Glukuronorhamnoarabinogalaktan-
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einheit (QIl et al., 1991). Bisher wurde auch mit Hilfe der Modelle die im Raum stehende
Frage beziglich der GroRe, der an dem Protein hangenden Kohlenhydrat-Ketten, nicht
geklart. Es bleibt also weiterhin unklar, ob die AG-Ketten ein einheitliches
Molekulargewicht (siehe Darstellung in den Modellen, Abbildung 47) oder
unterschiedliche Molekulargewichte besitzen.

Trotzdem konnte das fir Samenpflanzen (FINCHER et al., 1983) und Moose (BARTELS
et al., 2017) verbreitet vorgeschlagene ,,wattle blossom*“-Modell auch fir die AGPs aus
diesen Farnen und Lycopodium zutreffen. Diese Schlussfolgerung ergibt sich
uberwiegend aus der Gegeniiberstellung des absoluten Molekulargewichts zum deutlich

niedrigeren hydrodynamischen VVolumen.

A B

Arabinogalacran Arabinogalactan

-

Arabinosid

Arabinogalactan

Arabinosid

Abbildung 47: Schematische Darstellung der verschiedenen AGP-Strukturmodelle nach
SHOWALTER, 2001 (A-C) und nach SANCHEZ et al., 2008 (D)
basierend auf FINCHER et al., 1983 (A), auf SHOWALTER, 2001 (B) und auf QI et al.,
1991 (C)

Alles in allem tragen die verschiedenen besonderen Merkmale der hier untersuchten
AGPs zu einem tieferen Verstandnis ihrer Struktur und der Entwicklung der
Pflanzenzellwand in samenlosen Pflanzen bei. AulRerdem sind die strukturellen Merkmale
der AGPs dieser Gattungen in guter Ubereinstimmung mit der phylogenetischen
Klassifikation der untersuchten Pflanzen. Neben weiteren strukturellen Untersuchungen
an AGPs von nicht blihenden Pflanzen werden die Herausforderungen fur die zukiinftige

Forschung auBerdem darin bestehen, Funktionen von AGPs in Bryophyten, Lycophyten



Diskussion

und Monilophyten aufzuklaren und nach evolutiondren Wurzeln von AGPs in Algen zu

suchen.

3. Lokalisierung der AGPs in pflanzlichen Geweben

Die in den pflanzlichen Geweben mittels Yariv-Reagenz markierten AGPs waren nach
Fluoreszenzmarkierung bei Lycopodium, Equisetum, Dryopteris und Pteridium im Xylem
zu finden. Im Gegensatz dazu lagen die AGPs der Osmunda-Mittelrippe vor allem im

Phloem vor.

Zuvor wurden AGPs schon einige Male mit Hilfe von spezifischen Markierungen durch
Antikorper und anschlieBender Mikroskopie im Gewebe von Pflanzen lokalisiert.

Die verschiedenen gegen AGP gerichteten monoklonalen Antikérper, wie JIM4, JIM8,
JIM13, MAC207 und LM2 dienten der Aufklarung von Lokalisierung und
Funktionsweise der AGPs (PENNELL et al., 1989; KNOX et al., 1991; CASERO et al.,
1998; SHOWALTER, 2001; COIMBRA et al., 2007; BOUGHANMI et al., 2010).

Auf der Ebene von Pflanzenorganen sind AGPs unter anderem in Blattern, Stangeln,
Wurzeln, Blitenteilen und Samen gefunden worden (FINCHER et al., 1983;
NOTHNAGEL, 1997). Ebenfalls wurden AGPs in verschiedenen Geweben, wie z.B.
Xylem, erfasst. Subzellular wurden AGPs in Bereichen der Plasmamembran (PENNELL
et al., 1989; KOMALAVILAS et al., 1991) und den Zellwénden (BASILE und BASILE,
1987), sowie im extrazellularen Raum (SAMSON et al., 1984) und Sekreten (CLASSEN,
2007) identifiziert. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Mehrheit dieser Antikorper
Paratope besitzen, die gegen Kohlenhydratstrukturen der AGPs gerichtet sind. Deshalb
koénnen diese Antikdrper mit mehreren AGPs unterschiedlicher Glykosylierung oder
sogar anderen Molekdilen (z.B. Pektinen) reagieren (SHOWALTER, 2001), sobald diese
ahnliche oder die gleichen Epitope besitzen.

Auf der Ebene von Geweben bzw. Zellen zeigten die AGPs wéhrend verschiedener
Entwicklungsstadien teilweise deutliche Unterschiede in den Expressionen spezifischer
AGP-Zucker-Epitope und lieBen somit auf verschiedene Funktionen im Laufe der
Entwicklung schlieRen.

Auch die Lokalisierung der AGPs mit fGIcY kam bereits zur Anwendung. Mit dieser
Methode wurde gezeigt, dass sich die AGPs in der Mittellamelle sekundér verdickter

Zellen von neu entwickelten Tracheiden befanden oder in den Zellwdnden besonders im

157




Diskussion

Bereich der Tupfel von Tracheen und Tracheiden vorkamen (PUTOCZKI et al., 2007;
BOSSY et al., 2009; GOELLNER et al., 2013). Als Negativ-Kontrolle zum SGIcY diente
dort ebenfalls das aGalY, welches unerwarteterweise eine leichte Farbung hervorrief. Fur
Beide wurde vorgeschlagen, mit Cellulose zu interagieren (TRIPLETT und TIMPA,
1997), welche in allen pflanzlichen Zellwénden vorkommt und somit eine leichte Farbung
unabhéngig vom AGP verursacht haben konnte.

Ebenso offenbarte die auf dem AGIcY basierende FITC-Markierung der untersuchten
Pflanzen, dass die AGPs bei den untersuchten Arten, bis auf das von Osmunda,
uberwiegend im Xylem lokalisiert sind. Eine Rolle der AGPs bei der Differenzierung
sowie beim programmierten Zelltod der leitenden Xylemelemente wurde bereits in
anderen Arten nachgewiesen (GAO und SHOWALTER, 2000; MOTOSE et al., 2004).
Die Osmunda-Mittelrippe stellt durch das Vorkommen des AGP im Phloem bisher eine
Ausnahme unter den samenlosen Pflanzen dar. Dieser hier entdeckte besondere Fall
wurde allerdings u.a. fur Zwiebelwurzeln schon einmal beobachtet (CASERO et al.,
1998). Dort wurden nur Zellen im Bereich des Phloems durch den Antikdrper gebunden
und nicht das sich entwickelnde Xylem. Wohingegen in Karotten- und Rettichwurzeln
nur sich entwickelnde Xylemzellen und in Erbsenwurzeln neben den Xylemzellen auch
einige der Perizykelzellen vor dem Phloem markiert wurden. Im Vergleich zu in Xylem
gefunden AGPs gibt es insgesamt aber nur wenige Berichte tiber das Auftreten von AGPs
in Gewebe des Phloems (GAO und SHOWALTER, 2000; GOELLNER et al., 2013).
Insbesondere wadre kiunftig bei den untersuchten Pflanzen auch der Vergleich
verschiedener Entwicklungsstadien von Interesse, um mdgliche Funktionen dieser AGPs

auszumachen.
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4.  Biologische Aktivitaten der AGPs

Schon lange wurde angenommen, dass AGPs, da es sich um komplexe und heterogene
Molekiile handelt, viele verschiedene Funktionen innerhalb der Pflanze ubernehmen.
Einige dieser Funktionen sind inzwischen bekannt, wéhrend andere noch nicht

ausreichend erforscht wurden und daher weiterhin aufgekl&rt werden missen.

Dadurch, dass AGPs Bestandteil der Zellwande vermutlich aller Samenpflanzen sind und
daher mit der Nahrung oder auch mit pflanzlichen Arzneimitteln stédndig oral
aufgenommen werden, ware auch eine Untersuchung in Bezug auf die Aufnahme von
AGPs in den menschlichen Korper interessant und konnte u.a. mittels FITC-Markierung
sichtbar gemacht werden. Erste Versuche zur oralen Aufnahme wurden vor einiger Zeit
fiir die makromolekularen Komponenten eines pflanzlichen Immunmodulators aus einer
Extraktmischung von u.a. Echinacea mittels ,,plaque-forming cell assay* unternommen
(BODINET et al, 2004). Die Autoren postulieren, dass diese Molekiile mit
hochspezialisierten Zellen des Schleimhaut-assoziierten, lymphatischen Gewebes der
Peyerschen Plagues im Dinndarm (M-Zellen) in Kontakt treten. Bei M-Zellen handelt es
sich um Zellen, die auf die Absorption von antigenen und immunogenen Substanzen
ausgerichtet sind und somit eventuell auch fir immunmodulierende Wirkungen von

AGPs verantwortlich sein kdnnen.

Verschiedene Berichte zeigten auflerdem, dass pflanzliche Polysaccharide fir einen mit
Wundheilung verbunden Einfluss verantwortlich sein konnten (SCHEPETKIN und
QUINN, 2006). Fir diesen Effekt sind unter anderem Wirkungen auf das Immunsystem
von Bedeutung, sodass diese, sobald das Komplement-System involviert war, als
Immunmodulatoren bezeichnet wurden. Eine Immunmodulation die mit der Aktivierung
des Komplementsystems assoziiert ist, kann unter anderem mit einer Antikorperreaktion,
der Induktion von Suppressor- oder Helfer-T-Zellen und der Modulation der T- und B-
Zellproliferation zusammenhangen (YAMADA und KIYOHARA, 1999).

Weitere immunstimulierende Wirkungen wurden bereits in vitro flr verschiedene AGPs
bewiesen (ALBAN et al., 2002; CLASSEN et al., 2004; ELLIS et al., 2010; CAPEK et
al., 2014).

Fur manche AGPs wurden dabei in vitro Wechselwirkungen mit dem Komplementsystem
nachgewiesen (DIALLO et al., 2001; ALBAN et al., 2002), bei denen gezeigt werden
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konnte, dass die Entfernung von Arabinose-Seitenketten des AGPs aus gepresstem Saft
von E. purpurea zu einem Verlust der in vitro komplementstimulierenden Aktivitat fiihrt
(ALBAN et al., 2002). AuRerdem zeigten weitere Analysen zur Immunstimulierung, dass
sich das AGP aus E. pallida durch eine starke Stimulierung der Proliferation von Maus-
Lymphozyten und das aus Baptisia tinctoria durch eine hohe Aktivitat in Bezug auf die
IgM-, Nitrit- und IL6-Produktion im Vergleich zum AGP aus E. purpurea-Zellkultur
auszeichneten. Diese Entdeckungen lielen vermuten, dass AGPs in Abh&ngigkeit von
charakteristischen Strukturmerkmalen, wie Arabinosen z.B. 1,5-verknipfter Araf, in
immunmodulatorische Effekte involviert sind (CLASSEN et al., 2006).

Zudem basierten fur mehrere AGs immunmodulatorische Eigenschaften auf einer
Reaktion mit menschlichen und murinen Makrophagen und fuhrten zu einer starkeren
Freisetzung von sowohl entziindlichen (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 und TNF-a) als auch
anti-entzlindlichen (IL-10) Zytokinen (SCHEPETKIN und QUINN, 2006). Auch in
Untersuchungen zum AGP aus Kaffee wurden verbesserte Proliferationen von
Splenozyten und peritonealen Makrophagen bzw. eine aktivierte Produktion von Tyl-
Typ-Zytokinen, I1L-2, IL-12, TNF-a und IFN-y beobachtet (GOTODA et al., 2006;
NOSAL’OVA et al., 2011; CAPEK et al., 2014). Dort wurde postuliert, dass die
Immunantwort der Zellen des Immunsystems von der 1,3-verknipften Galp abhangen
konnte. Fir aus Grésern (v.a. Alopecurus pratensis) gewonnene Arabinogalaktane konnte
gezeigt werden, dass es in einem Mausmodell fir Asthma als antiallergische Substanz vor
Sensibilisierung, allergischer Lungenentziindung und Atemwegs-Hyperreaktivitat
schutzte. Die AGs aus Larche und Gummi arabicum besalen die Allergie-protektive
Wirkung nicht (PETERS et al., 2010).

Zusétzlich wurde beispielsweise fir das aus E. purpurea gewonnene AGP eine
Bindungstypanalyse mittels FACS durchgefiihrt und dadurch eine Bindung dieses AGP
an humane Leukozyten nachgewiesen (THUDE et al., 2006).

Aus diesem Grund wurden erste Versuche unternommen, die Bindung von Echinacea-
AGP und der hier untersuchten AGPs an dendritischen Zellen zu untersuchen. Da es sich
um antigenprasentierende Zellen handelt, die eine primére Immunantwort auslésen
konnen, konnten die hier mittels FACS-Analyse gezeigten Bindungen von Echinacea-,
Osmunda- und Pteridium-AGP an murine dendritische Zellen somit ebenfalls Indizien fir
den Einfluss der AGPs auf das Immunsystem sein. Diese Ergebnisse kdnnen spater auch
dazu beitragen Rlckschlisse zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen und im Besonderen zum

Wirkmechanismus zu ziehen. Zur Untersuchung wurden das Osmunda- und Pteridium-
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AGP ausgewahlt, da sie im zuvor durchgefuhrten ELISA (siehe auch V.11.1) die besten
Reaktivitdten mit dem verwendeten priméren AK aufwiesen.

Verglichen mit dem aus oberirdischen Teilen gewonnenen Echinacea-AGP besallen die
beiden Farn-AGPs weniger 1,6-Galp, 1,5-Araf und terminale Araf, dafiir mehr 1,3-Galp
und andere terminale pyranosidische Zucker. Da das Echinacea-AGP starker an die
dendritischen Zellen band, konnte daraus geschlussfolgert werden, dass Arabinosen
wesentlich zur Bindung beitrugen. Die Resultate waren damit in guter Ubereinstimmung
mit denen in der Vergangenheit flir AGPs aus Echinacea und Baptisia beschriebenen
Beobachtungen (CLASSEN et al.,, 2006). Eine Untersuchung der Beeinflussung des
Komplementsystems durch die hier untersuchten AGPs und deren strukturell
modifizierten Formen wurde weitere Aufschlisse uber das immunmodulierende Potential
der AGPs und die dafur erforderlichen strukturellen Voraussetzungen liefern.

An welche Rezeptoren die AGPs binden und inwiefern die Zellen des Immunsystems
durch solche Bindungen beeinflusst werden, ist eine interessante Fragestellung fir die
Zukunft. Als humane Rezeptoren, die Galaktose binden und in der Darmschleimhaut
vorkommen, sind insbesondere Galektine potentielle Bindungspartner fir AGPs.
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VI1Il. Zusammenfassung/Abstract

Diese Arbeit bietet die erste detaillierte Charakterisierung von Yariv-prazipitierten AGPs
aus einem Lycophyten (Lycopodium annotinum), einem eusporangiaten (Equisetum
arvense) und verschiedenen leptosporangiaten (Dryopteris filix-mas, Osmunda regalis
und Pteridium aquilinum) Farnen. Evolutionar sind diese Pflanzengruppen die engsten
lebenden Verwandten der Samenpflanzen. Somit werden im Rahmen dieser Arbeit erste
Ergebnisse aufgezeigt, die zum besseren Verstandnis der Evolution von AGPs in
Pflanzenzellwéanden beitragen. Die Proteinmenge der Farn-AGPs (6 — 12 %) war in einem
mit Angiospermen-AGPs vergleichbaren Bereich. Fir das AGP des Lycopodiums jedoch
war der Proteinanteil deutlich hoher (17 %). Auch von der quantitativen
Zusammensetzung her waren die Aminosauren denen der Angiospermen-AGPs dhnlich
(vor allem Glx, Asx, Thr, Ser, Leu, Hyp und Ala). Die Hyp-Mengen (4 — 6 %) der AGPs
von Lycopodium und den leptosporangiaten Farnen waren allerdings eher im unteren
Bereich verglichen mit vielen AGPs der Angiospermen, nur die Hyp-Menge des
Equisetum-AGP war hoher (16 %). Das Lycopodium-AGP zeichnete sich durch eine
ungewohnlich hohe Konzentration an Lys aus. Die Kohlenhydratketten der untersuchten
AGPs zeigten typische Merkmale, die fur Typ-lI-Arabinogalaktane aus Samenpflanzen
bekannt sind. Dazu gehort eine Galaktan-Hauptkette mit relativ groRen Mengen an 1,3,6-
und 1,3- verknlpfter Galp sowie hohe Konzentrationen an Araf in den Seitenketten. Der
Gehalt an 1,6-Galp war allerdings niedriger und die Anteile an 1,2-, 1,3- und 1,5-Araf
teilweise deutlich hoher als bei AGPs aus Samenpflanzen. Der ungewohnliche
Verzweigungspunkt 1,2,3-Galp, der bisher nur in Moos-AGPs gefunden wurde, war in
den hier analysierten AGPs nicht vorhanden und ist somit vermutlich evolutiondr auf die
Moose beschrénkt. In Bezug auf die terminalen Monosaccharide zeichneten sich die Farn-
AGPs wie die Moos-AGPs durch héhere Mengen an Rhap aus, wobei ein Teil davon als
3-O-Me-Rhap identifiziert wurde. Dieses selten vorkommende Monosaccharid ist in
Angiospermen nicht vorhanden und wurde auch im AGP von Lycopodium nicht
nachgewiesen. Das Lycopodium-AGP wies stattdessen einen hohen Gehalt an terminaler
Arap auf. Damit wird der evolutiondre Unterschied von Lycophyten zu Bryophyten und
zu Monilophyten auch im Bereich der AGP-Struktur deutlich. Terminale Araf ist in allen
bisher bekannten AGPs prasent, tendenziell jedoch in héherer Konzentration in den AGPs
der Samenpflanzen. Im Ubrigen stimmten die absoluten Molekulargewichte der
untersuchten AGPs (90—180 kDa) mit denen der Angiospermen-AGPs uberein.
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Weiterhin ergab die durchgefuhrte Immundetektion der AGPs in den nicht blihenden
Pflanzen eine lberwiegende Lokalisierung im xylematischen Leitbundelbereich, wie sie
auch bereits fur AGPs verschiedener samentragender Pflanzen beschrieben wurde.
ELISA-Analysen mit mono- und polyklonalen Antikrpern gegen Echinacea-AGP
zeigten eine gute Kreuzreaktivitédt der polyklonalen AKs mit den Farn-AGPs, vermutlich
aufgrund von zum Teil Ubereinstimmenden Kohlenhydratstrukturen im Bereich
terminaler Araf. Das AGP aus Lycopodium mit seinem hohen Gehalt an terminaler Arap
reagierte schwécher mit den polyklonalen AKs. Im Gegensatz dazu wies dieses AGP eine
Bindung an den monoklonalen AK auf.

In dieser Arbeit wurden mittels FACS-Analyse Bindungen von AGPs aus sowohl
Echinacea purpurea als auch zwei Farnen (Osmunda und Pteridium) an murine
dendritische Zellen nachgewiesen. Auf diesem Wege konnten immunmodulierende

Aktivitaten durch AGPs ausgeldst werden.
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This work provides the first detailed characterization of Yariv-precipitated AGPs from a
lycophyte (Lycopodium annotinum), an eusporangiate (Equisetum arvense), and different
leptosporangiate (Dryopteris filix-mas, Osmunda regalis and Pteridium aquilinum) ferns.
Evolutionarily, these plant groups are the closest living relatives to seed plants. In this
work, first results are shown which contribute to a better understanding of the evolution
of AGPs in plant cell walls. The protein amount of fern AGPs (6 — 12 %) was comparable
to angiosperm AGPs. However, for the AGP of Lycopodium the protein content was
clearly higher (17 %). Also, the quantitative compositions of the amino acids were similar
to those of angiosperm AGPs (mainly GIx, Asx, Thr, Ser, Leu, Hyp and Ala). Hyp
amounts (4 — 6 %) of AGPs from Lycopodium and leptosporangiate ferns were quite low
compared to many AGPs of angiosperms, only the Hyp content of Equisetum AGP was
higher (16 %). A special feature of Lycopodium AGP was an unusual high concentration
of Lys. The carbohydrate chains of the tested AGPs showed typical characteristics known
for type Il arabinogalactans from seed plants. This includes a galactan main chain with
relatively high amounts of 1,3,6- and 1,3-linked Galp as well as high amounts of Araf in
the side chains. However, the content of 1,6-Galp was lower and the amounts of 1,2-, 1,3-
and 1,5-Araf were partially higher compared to AGPs from seed plants. The unusual
branching point 1,2,3-Galp, which so far has only been detected in moss AGPs, was not
present in the AGPs analyzed here and is probably a special evolutionary feature of moss
AGPs. With regard to terminal monosaccharides, the fern AGPs, such as the moss AGPs,
were characterized by higher amounts of Rhap, which was partly identified as 3-O-Me-
Rhap. This rare monosaccharide is not present in angiosperms and has not been detected
in the AGP of Lycopodium. Another special feature of Lycopodium AGP was a high
content of terminal Arap. This supports the evolutionary difference between lycophytes
and bryophytes as well as monilophytes also with regard to AGP structure. So far,
terminal Araf is present in all studied AGPs, but in a higher concentration in AGPs of
seed plants. Furthermore, the absolute molecular weights (90 — 180 kDa) of investigated
AGPs were consistent with that found in angiosperm AGPs.

In addition, immunostaining of investigated non-flowering plant AGPs resulted in a
predominant localization in the xylematic vascular bundle region, as already described for
AGPs of different seed-bearing plants.

ELISA analyses with mono- and polyclonal antibodies against Echinacea AGP showed a
good cross-reactivity of the polyclonal antibodies with the fern AGPs, presumably due to

partly identical carbohydrate structures in the terminal Araf region. Lycopodium AGP
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with its high amount of terminal Arap showed a weaker reaction. In contrast, this AGP
exhibited a binding to the monoclonal antibody.

In this work, FACS analysis revealed binding of AGPs from Echinacea purpurea and two
ferns (Osmunda and Pteridium) to murine dendritic cells. In this way, immunomodulating

activities could be triggered by AGPs.
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