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1. Einleitung und Problemstellung
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All in the downs the fleet was moor’d,
The streamers waving in the wind,
When black-ey’d Susan came aboard.
,»Oh! where shall I my true love find !
Tell me, ye jovial sailors, tell me true,

If my sweet William sails among the crew.”

John Gray 1720, ,Sweet William’s Farewell to Black-ey 'd Susan [1]



1. Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Taxonomie

Rudbeckia hirta (LINNE)
Reich Plantae
Unterreich Tracheobionta
Abteilung Spermatophyta
Unterabteilung Magnoliophytina

Klasse Magnoliopsida

Unterklasse Asteridae

Ordnung Asterales

Familie Asteraceae
Gattung Rudbeckia L.

Art Rudbeckia hirta L.

Abb.1: Rudbeckia hirta August 2002
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Rudbeckia hirta L. gehort zur Familie der Asteraceae und zur Unterfamilie der
Asteroideae. Der Gattungsname Rudbeckia geht auf den schwedischen Prof. Dr. Olaf
Rudbeck (1630-1702) und seinen Sohn Prof. Dr. Olaf Rudbeck (1660-1740) aus
Uppsala zuruck [1]. Der Tribus ist Heliantheae [2]. Heliantheae zahlt 189 Gattungen
und ist damit eine der grofRten innerhalb der Familie [3]. Die Einteilung in Subtriben fallt
schwer und wurde vielfach revidiert. Da von besonderem Interesse die Einteilung, bzw.
Abgrenzung zur Gattung Echinacea ist, enthalten folgende Tabellen eine Aufstellung

der Klassifizierung von sowohl der Gattung Rudbeckia als auch der Gattung Echinacea.

Stuessy 1977 Robinson 1981 / 35 Subtriben

Subtribus Helianthinae Subtribus Rudbeckiinae

Rudbeckia Rudbeckia

Dracopsis Dracopsis

Ratibida Ratibida

Echinacea Subtribus Ecliptinae
Echinacea

Karis 1993 / 10 Subtriben

Subtribus Rudbeckiinae
Rudbeckia

Dracopsis

Ratibida

Echinacea

Tab.1: Einteilung der Gattung Rudbeckia in verschiedene Subtriben

Eine Einordnung von Echinacea in den Subtribus Rudbeckiinae wurde von Urbatsch et
al. [4, 5] wegen fehlender phylogenetischer Verwandtschaft kritisiert. Die Durchflihrung
von cpDNA - und IST-Sequenzanalysen mit verschiedenen Arten aus dem Tribus
Heliantheae zeigte fur die Gattung Echinacea eine engere Verwandtschaft mit der
Gattung Sanvitalia und anderen Arten aus dem Subtribus Zinniinae [4, 5]. Zur Gattung
Rudbeckia L. werden 15 Arten gerechnet. Nach Hegi wird die Art in zwei Unterarten
eingeteilt. Erstens in den Subgenus Rudbeckia mit neun Arten und zweitens in den
Subgenus Macrocline TORREY et GRAY mit sechs Arten. Die Arten vom Subgenus
Rudbeckia sind gut voneinander getrennt, d.h. es ist keine Bastardisierung zwischen

ihnen nachzuweisen. Zur Unterscheidung kann die Chromosomengrundzahl

-3-
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herangezogen werden. Sie betragt bei Rudbeckia n=18 und bei den Macrocline n=19
[2].

1.2 Synonyme

Rudbeckia bicolor NUTT.
R. brittonii SMALL,
R. gracillis NUTT.
R. serotina NUTT.
R. strigosa NUTT.

1.3 Sonstige Bezeichnungen

Abb.2: Rudbeckia hirta USDA [6]

dt.: rauhaariger Sonnenhut;
engl.: Black-eyed susan, yellow daisy, Brown-Betty,

Bull’s-Eyes, English-Bullseye, Poor-Land-Daisy

1.4 Systematik

Die Art Rudbeckia hirta selbst ist sehr variabel. Es konnen finf Varietaten
unterschieden werden, die zum Teil in unterschiedlichen Arealen anzutreffen sind.

Von Bedeutung sind zwei Varietaten. Zum einen var. hirta (syn. R.brittonii SMALL) und
zum anderen var. pulcherrima Farwell (syn. R. serotina NUTT., R. bicolor NUTT,
R. strigosa NUTT) [2].

1.5 Verbreitung

Nativ in Nordamerika, vor allem USA. Kultiviert in Europa, besonders Osteuropa [7]. Die
Verbreitung in den USA kann nach Varietaten unterschieden werden. Rudbeckia hirta
var. hirta ist vor allem im Bereich der Ostkuste der Vereinigten Staaten beheimatet
(Abb.3), wahrend man Rudbeckia hirta var. pulcherrima fast im gesamten

Nordamerikanischen Territorium antrifft (Abb.4).

-4 -
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SLANTS
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Abb.3: Verbreitung in den USA von Rudbeckia hirta var.hirta [6]
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Abb.4: Verbreitung in den USA von Rudbeckia hirta var.pulcherrima [6]

Verbreitung der Arten Rudbeckia hirta var. hirta und var. pulcherrima nach USDA
(United States Department of Agriculture) [6]
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1.6 Habitus

Botanische Beschreibung:

Rudbeckia hirta L. ist eine zweijahrige, in Kultur auch einjahrige Pflanze mit einer Hohe
von 10-100 cm. Der Stengel ist aufrecht, wenig verzweigt, rauhaarig und mit wenigen
Blattern besetzt. Die Blattform der grundstandigen Blatter ist breit elliptisch bis
lanzettlich und lang gestielt. Es handelt sich um Laubblatter, die auf Blattober- und
Blattunterseite rauhaarig behaart sind. Der Blattrand ist grob gezahnt, fein gesagt oder
ganzrandig. Die Blatter sind dreinervig, wobei der mittlere Nerv im Vergleich zu den
seitlichen Nerven starker ausgepragt ist. Die unteren Stengelblatter sind gestielt, die
mittleren stielartig verschmalert und die oberen sitzend. Die 4-6 cm breiten Kopfchen
sitzen einzeln am Ende des Stengels oder an wenigen Seitenasten und sind
langgestielt. Hullblatter (10—15 mm lang und 2-3 mm breit) stehen zwei- bis dreireihig
abstehend oder zurlckgebogen. Der halbkugel- bis kegelformig gewodlbte
Koépfchenboden tragt Spreublatter und Roéhrenbliten in etwa gleicher Lange. Die
Spreublatter sind lineal-lanzettlich, spitz und auf der Oberseite behaart. Die
randstandigen, gelben, orangen oder teilweise rotbraunen Zungenbliten sind

ungeschlechtlich und nur selten fehlend [2].

Botanische Unterscheidung der Varietaten:

Rudbeckia hirta var. hirta ist zu erkennen an den grob gezahnten Blattern, breit
elliptischen bis ovalen Grundblattern von 2,5 bis 7 cm Breite und meist doppelt so

langer Spreite sowie eiférmigen bis eilanzettlichen Stengelblattern [2].

Rudbeckia hirta var. pulcherrima hat ganzrandige bis fein gesagte Blatter, breit
lanzettliche, 1 bis 2,5 cm breite Grundblatter mit 4- bis 5fach so langer Spreite und
spatelige, lanzettliche oder breit-linealische Stengelblatter. Die Pflanze ist meist etwa in

der Mitte verzweigt mit langgestielten Kopfchen [2].
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1.7 Mikroskopisches und makroskopisches Bild der Droge

Im der makroskopische Darstellung (Abb.5) der zerkleinerten Droge dominieren die
orange, gelben Zungenbliten. Auffallig sind ebenso die ganzen oder zerkleinerten
Blutenstdnde mit aufsitzenden Ro&hrenbliten. Der Blutenboden ist geflllt. Weitere

Bestandteile sind gelb-griine Stengelbruchstiicke sowie langliche, ganzrandige Blatter.

Abb.5: Drogenbestandteile von Rudbeckia hirta

Abb.6: Samen von Rudbeckia hirta

Abbildung 6 zeigt die langlichen, dunkelbraunen Samen von Rudbeckia hirta.

-7-
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Abb.7: Querschnitt durch den Blitenstiel von Rudbeckia sp.
Schnitt mit dem Handmikrotom, Farbung nach Dujardin.
© Jan Kros, Nederlandse Vereniging voor Microscopie

Das mikroskopische Bild des Blutenstiels (Abb.7) zeigt das typische Bild einer dikotylen

Pflanze mit einem ringférmig angeordneten offen-kollateralen Leitblindel. Nach Aufien
wird das Leitblindel von Skelerenchymkappen geschutzt.

Rudbeckia
10 20pm

Abb.8: Pollen von Rudbeckia hirta ©

by Cornell Integrated Microscopy
Center

Abb.9: Pollen von Rudbeckia hirta
© by University of Arizona

Abbildung 8 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Pollen von Rudbeckia
hirta in Aufsicht. Wie aus dieser und aus der schematischen Darstellung (Abb.9) der
Pollen deutlich wird, handelt es sich um triporate Pollen mit stacheliger Exine.
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1.8 Bekannte Inhaltsstoffe

Die bisherigen Untersuchungen der Inhaltsstoffe der Gattung Rudbeckia beziehen sich

im Wesentlichen auf drei Gruppen:

1. Flavonoide
2. Dithiapolyine (Thiarubrine), Thiophene und Polyacetylene
3. Lipide und Lipoide

Zur Gruppe der Flavonoide gehdren unter anderem die Flavonolderivate Quercetagetin,
Patulitrin, 6,7-Dimethoxy-3",4",5 -trihydroxyflavon-3-O-glucosid und 3,4 -Dihydroxy-4,7-
dimethoxy-5-rhamnosyloxyflavon [8, 9, 10], des Weiteren Eupalin und Eupatolin [2].

R=H (Eupalin)
OH O R= OH (Eupatolin)

Abb.10: Struktur der Flavonoide Eupalin und Eupatolin

Die zur zweiten Gruppen gehdrenden Polyacetylen-Derivate (PADs) kommen haufig in

der Familie der Asteraceen vor [12].

Abb.11: Polyacetylen Struktur (Tridecapentainen)

Wahrend man geradkettige PADs in fast allen Subtriben antrifft, sind schwefelhaltige
Heterozyklen nicht sehr weit verbreitet. Durch radioaktive Tracer konnte man zeigen,
dass die geradkettigen Polyacetylene die Ausgangssubstanzen fur die Thiophene und
Dithiapolyine (Thiarubrine) sind [12]. Zu den Dithiapolyinen in Rudbeckia hirta gehoéren
Thiarubrin A, Thiarubrin B und Thiarubrin C [2, 11, 12, 13, 14].

-9-



1. Einleitung und Problemstellung

— _//‘ ——

\
S—S
Abb.12 Struktur des Dithiapolyins Thiarubin A

Abb.13 Grundstruktur der Thiophene

Zur Gruppe der bei Rudbeckia-Arten vorkommenden Lipide und Lipoide gehdren [2]:

Lipide und Lipoide Gehalt
n.d.Fette 25%
Campesterol <5%
Stigmasterol <5%
R-Sitosterol 5-10%
Triterpene Gehalt
a-Amyrin >20%
R-Amyrin >20%
Lupeol <5%
andere Triterpene 5-10%

Tab.2: Qualitative und quantitative Lipid- und Lipoid-Zusammensetzung in Rudbeckia hirta L.

Neben diesen drei grofden Inhaltsstoffgruppen, wurden in Spuren verschiedene
Alkaloide gefunden [2]. Eine chemotaxonomische Abgrenzung gegeniber den nachst
verwandten Echinacea-Arten ist durch das Vorkommen von Sesquiterpenlactonen in
Rudbeckia-Arten moglich.
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1.9 Traditionelle und heutige Anwendung

Pflanzen der Gattung Rudbeckia wurden von Prarieindianern als Medizin gegen
Wurmbefall, Schlangenbisse, Ohrenschmerzen und zur Behandlung von Erkaltungen
eingesetzt [15]. Im Gegensatz zu Pflanzen der Gattung Echinacea fand Rudbeckia
bisher aber weit weniger medizinische Beachtung. Ein Grund dafur ist sicherlich die bei
vielen Menschen auftretende Kontaktdermatitis. In einem Versuch wurde unter
anderem der Oleoresin Extrakt aus Rudbeckia hirta (1:10 mit EtOH verdunnt) in 20 pl
Portionen auf die Haut der oberen Rickenpartie aufgebracht. Der Versuch wurde nach
48 Stunden und 72 Stunden ausgewertet. Eine Kontaktallergie wurde bei 5 von 55
Patienten ausgelost [16]. Diese hohe Sensibilisierungsrate tritt gewohnlich bei
Personen auf, die an einer photosensititven Dermatitis, bzw. dem ,Actinic reticuloid
Syndrom® (PD/AR) leiden [2]. Eine Ausnahme in der volksmedizinischen Anwendung
stellt der osteuropdische Raum dar, in dem Rudbeckia als Pflanze mit
immunmodulierenden Eigenschaften eingesetzt wird [7]. Des Weiteren werden PADs
aus Rudbeckia hirta L. als antimykotische und antibakterielle Substanzen eingesetzt
[12, 13]. Allerdings ist hier die Anwendung auf den Pflanzenschutz beschrankt. Von
einigem Interesse ist ebenfalls die insektizide Wirkung, die an Moskito-Larven getestet
wurde [12], sowie die Anwendung von Thiarubrin C aus Rudbeckia hirta gegen
Pflanzen-parasitierende Nematoden. In der Homoopathie ist Rudbeckia seit langerer
Zeit bekannt. Im HAB 34 (1934) gibt es eine Monographie, in der das frische, blihende
Kraut Verwendung findet. Die Essenz wird nach § 3 des HAB 34 hergestellt und hat

einen Arzneigehalt von einem Dirittel [2].
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1.10 Arabinogalaktan-Proteine (AGPs)

Arabinogalaktan-Proteine (AGPs) sind Glykoproteine mit einem geringen Proteinanteil
von ca. 10 % und einem Kohlenhydratanteil von Uber 90 %. Der Kohlenhydratanteil
setzt sich hauptsachlich aus Arabinose und Galaktose zusammen. Des Weiteren
kommen in geringeren Mengen Rhamnose, Glukose, Xylose, Fukose und Mannose vor.
Der saure Charakter und die sich daraus ableitende negative Ladung resultiert aus dem
Vorkommen von Uronsauren im Kohlenhydratteil [17]. AGPs sind im Pflanzenreich weit
verbreitet [18, 19] und kommen in allen ausdifferenzierten Pflanzengeweben, wie
Blattern, Wurzeln, Sprossen, Bliten und Samen vor [20]. Aspinall und andere konnten
zeigen, dass Zellkulturen ebenfalls AGPs an das Zellkulturmedium abgeben [21, 22,
23]. AGPs sind meist extrazellular in der Pflanze lokalisiert, werden in geldster Form
aber auch in Interzellularraumen [20, 24, 25, 26], weniger in cytoplasmatischen
Organellen [27, 28] und gebunden an die Plasmamembran gefunden [22, 30, 31]. Sie
sind Hauptkomponenten von pflanzlichen Exkreten wie einigen Pflanzengummen
[22, 32, 33]. Das ubiquitare Vorkommen der AGPs zeigt sich an der
Verschiedenartigkeit der Ausgangsmaterialien fiur die Isolierung. AGPs konnten aus
Koniferen [34, 35], Kaffeebohnen [36], Mais [37], Apfeln (Apfelsaft) [38, 39], rotem
Sonnenhut [40], Baptisia-Arten [23], Suspensionskulturen von Tomate [41], Rose [22],
Reis [42] sowie Karotte [42] isoliert werden. Welche physiologische Funktion AGPs in
der Pflanze auslben, ist bis heute nur in Ansatzen geklart. Sicher scheint zu sein, dass
AGPs an der Pflanzenentwicklung, speziell der Zellinteraktion wahrend der
Pflanzenentwicklung beteiligt sind [43, 44, 45, 46, 47]. Arbeiten von Stacey (1990) [48]
und Kreuger, van Holst (1993 und 1995) [49, 50] unterstreichen diesen Ansatz, in dem
sie den AGPs eine Kontrollfunktion bei der somatischen Embyrogenese zuschreiben.
Ferner gehdért zu ihren Aufgaben eine Beteiligung an den pflanzlichen
Abwehrmechanismen gegen Verwundungen [18, 19, 51]. Wahrend das Design der
Experimente mehr dazu ausgelegt ist die Funktion auf zellularer Ebene zu erforschen,
bleibt der molekulare Mechanismus haufig unklar [52]. Eine Einteilung der strukturell

heterogenen AGs erfolgt nach Aspinall [53] in AGs vom Typ | und Typ Il
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Typ | Arabinogalaktane:

Die Hauptkette der Typ | AGs besteht aus 1,4-3-D-Galaktanen mit einer Verzweigung
am Cg-Atom. Die kurzen Seitenketten setzen sich aus a-L-Arabinose zusammen. Im
Unterschied zu Typ Il sind Typ | AGs nicht kovalent mit einem Protein verbunden,

kommen aber als Untereinheiten in Rhamnogalakturonanen vor.

Typ Il Arabinogalaktane:

Im Unterschied zum Typ | AGs besteht die Hauptkette der Typ Il AGs aus 1,3--D-
Galaktan-Hauptketten, ebenfalls verzweigt am Cg-Atom. Die Seitenketten setzen sich
aus 1,6-verknupften R-D-Galaktosylresten mit terminalen a-L-Arabinose zusammen.
Neben diesen kdénnen auch andere Pentosen oder Hexosen entstandig sein. Die
Gruppe der AGs vom Typ Il kann sowohl an Pektine, als auch an Proteine kovalent

gebunden sein.

Typ lll Arabinogalaktane ?

In einem Beitrag zum Kongress der ,Osterreichischen Gesellschaft fiir Allergologie und
Immunologie® (Salzburg 2003) stellte Prof. Altmann aus Wien ein auf Beiful3-Pollen
gefundenes Arabinogalaktan vor und machte den Vorschlag zur Benennung in Typ llI
Arabinogalaktan. Dieses Polysaccharid hat eine kurze Galaktan-Hauptkette
(3 Galaktosen) und langere aus Arabinose bestehende  Seitenketten
(9-16 Arabinosen), die ebenfalls Uber Hydroxyprolin mit einem Proteinteil verknupft sind
[61].

Protein-Core des AGP

Der Proteinanteil ist typischerweise reich an den Aminosauren Hydroxyprolin (Hyp),
Alanin (Ala) und Serin (Ser) [18, 22, 33, 54]. Aufgrund dieses Aminosauremusters
werden AGPs in die Gruppe der Hydroxyproline-Rich Glycoprotein Super Family
[HRGPs] eingeordnet [52]. Untypischerweise finden sich aber ebenso AGPs mit

Hydroxyprolin-armen [55] sowie Histidin-reichem Proteinanteil [56]. Durch diese
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unterschiedliche Proteinzusammensetzung lassen sich AGPs nach Gaspar in
.Klassische“ und ,nicht-klassische“ AGPs einteilen [57]. Die Anbindung des AG-Teils an
das Protein erfolgt hauptsachlich Uber eine alkalistabile R-D-Galaktose-Hydroxyprolin-
Bindung [58]. Daneben kommen ebenso alkalistabile o-L-Arabinose-Hydoxyprolin-,
sowie alkalilabile R-D-Galaktose-Serin/Threonin-Bindungen vor [59]. Zur raumlichen

Struktur der AGPs existieren im Wesentlichen drei unterschiedliche Modelle.

1. ,Wattle-Blossom“-Modell

Protein )\/\(\)\/\(\/\)\(\

= Arabinogalaktan-Polysaccharid

Abb.14: Vorschlag zum strukturellen Aufbau der AGPs nach dem ,wattle blossom“-Modell
modifiziert nach Bacic (2000)

Wie aus Abb.14 ersichtlich, ist im so genannten ,wattle-blossom“-Modell die raumliche
Struktur der Polysaccharide kugelig beschrieben [19]. Verschiedene AG-Bereiche
lagern sich um eine Protein-Kette. Die Verknupfung des Zuckeranteils mit dem ,Kern-

Protein® erfolgt O-glykosidisch tUber Hydroxyprolin.
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2. modifiziertes ,,Wattle-Blossom‘“-Modell

Protein

. = Arabinogalaktan-Polysaccharid

I = Oligoarabinosidische Seitenketten

Abb.15: Vorschlag zum strukturellen Aufbau der AGPs nach dem modifizierten ,wattle
blossom“-Modell nach Showalter [48]

3. ,twisted hairy rope“- Modell

Glucuronorhamnoarabinogalactan )
~ 30 sugar residues

f

I

I X

Galactose
Galactose

"Galactose
T

10 amino acid residues

-

‘Galactose

H
. (Ara),
C” D Type Il AG

Abb.16: Vorschlag zum strukturellen Aufbau der AGPs nach dem ,twisted hairy rope“-Modell
nach Bacic (2000)
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Wahrend im ersten Modell ausschlieB3lich Galaktanketten mit der Proteinkette verknupft
sind, beschreiben die Modelle Nr. 2 und Nr. 3 zusatzliche kurze Arabinoseketten als
O-glykosidisch Uber Hydroxyprolin mit dem Protein verknupft [60]. Ein wichtiges
Werkzeug zur Detektion und Isolierung von AGPs ist das Yariv-Reagenz [62], ein
synthetisch hergestelltes Reagenz zur spezifischen Fallung von Arabinogalaktan-
Proteinen. Fir AGPs und AGs sind in der Literatur einige immunmodulatorische
Aktivitaten beschrieben worden [65]. So wurden in vitro eine Stimulation der
Phagozytose im Granulozyten—Phagozytose-Test und im Carbon-Clearence-Test,
sowie eine Freisetzung von TNF-o aus Makrophagen nachgewiesen. Des Weiteren
regen AGs die Interleukin (IL-1)- und die Interferon-R2-Freisetzung aus Makrophagen
an. In Mausen zeigen AGs bei Infektionsbelastungs-Tests (Candida, Listeria)

praventive Schutzfunktion.
1.11 Yariv-Reagenz
Yariv-Reagenz (Abb.17) wird als ,kunstliches Kohlenhydratantigen® bezeichnet. Dieser

Name weist auf die Funktion des Reagenz hin. Ausgangsprodukte der Synthese sind

Phloroglucin und diazotiertes 4-Aminophenylglykosid (s. Kapitel Yariv- Synthese).

SN N
HO OH
N
l
N
OR

Abb.17: Yariv-Reagenz mit variablen Monosaccharid-Resten
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Dieses Antigen fallt hochmolekulare Polymere, die Arabinose und Galaktose als
Uberwiegende Zuckerkomponenten enthalten [52]. Da AGPs jedoch heterogene
Polymere darstellen, reagieren nicht alle AGPs mit Yariv-Reagenz [63, 64]. Um eine
positive Reaktion in Form der Bindung an AGPs zu erhalten, muss das Reagenz
bestimmte strukturelle Voraussetzungen erfullen. Handelt es sich bei der Glykosyl-
Gruppe um einen D-Zucker, muss die Verknupfung in [3-Konfiguration erfolgen.
Zusatzlich muss die Hydroxyl-Gruppe am C, der Glykosyl-Gruppe die D-Gluko-
Konfiguration haben. Eine positive Reaktion gibt das Reagenz mit 3-D-Glukosyl-, R-D-
Galaktosyl- und a-L-Fukosyl-Resten, eine negative mit R-D-Mannosyl- und o-D-
Galaktosyl-Resten [66].

1.12 Alkamide (Alkylamide)

Alkamide bilden eine Klasse von Substanzen, in der verschiedene Amine Uber eine
Saureamidbindung mit unterschiedlichen ungesattigten Fettsauren verknupft sind. Der
Saureanteil der Alkamide stammt von der Olsdure ab, wahrend die Amingruppe durch
Decarboxylierung von Aminosauren entsteht. Durch verschiedene chemische
Umwandlungen wie Dehydrierung, Dehydratationen und Isomerisierungen kommt es
zur EinfUhrung von verschiedenen olefinischen und acetylenischen Bindungen.
Oxidative Kettenverkirzungen fuhren zu einer groflen Vielfalt an Alkamiden
unterschiedlicher Kettenlangen [67]. In der Pflanzenwelt ist das Vorkommen von
Alkamiden auf wenige Familien beschrankt. So wurden in Piperaceen,
Aristolochiaceen, Rutaceen und Asteraceen Alkamide nachgewiesen [67]. Aufgrund
dieses seltenen Vorkommens konnte dies ein wichtiges chemotaxonomisches Indiz bei
der Aufklarung von Verwandtschaftsbeziehungen, vor allem in der Familie der
Asteraceen und dem Tribus Heliantheae, darstellen [68]. Abbildung 18 und 19 zeigen

verschiedene aus Echinacea purpurea und Echinacea angustifolia isolierte Alkamide.
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Undeca-2E,4E/Z-dien-8,10-diinsaure-isobutylamid

Undeca-2E,4E/Z-dien-8,10-diinsaure-isobutylamid

Undeca-2E-en-8,10-diinsaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid

Dodeca-2E-en-8,10-diinsaure-isobutylamid

Dodeca-2E,427,10Z-trien-8-insaure-isobutylamid

Trideca-2E,7Z-dien-10,12-diinsaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4E,827,10Z/E-tetraensaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4E,827,10Z/E-tetraensaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4E,8Z-triensaure-isobutylamid

Abb.18: Alkamide aus Ech. purpurea und Ech. anqustifolia
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Dodeca-2E,4E-diensaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insaure-2-methylbutylamid

Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsaure-2-methylbutylamid

Dodeca-2E,10E/Z-dien-8-insaure-isobutylamid

Dodeca-2E,10E/Z-dien-8-insaure-isobutylamid

Pentadeca-2E,97,dien-12,14-diinsaure-isobutylamid

Dodeca-2E,4 E-diensaure-2-methylbutylamid

Dodeca-2E,4E,8Z triensaure-2-methylbutylamid

Dodeca-2E,4E,82,10Z/E-tetraensaure-2-methylbutylamid

Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensaure-2-methylbutylamid

Abb.19:Alkamide aus Ech. purpurea und Ech. anqustifolia
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Die beschriebenen pharmakologischen Wirkungen der Alkamide sind vielfaltig.
Jacobson isolierte schon 1954 ein Alkamid aus Echinacea angustifolia [69], fUr das
insektizide und beim Menschen Speichelfluld produzierende Wirkungen nachgewiesen
wurden. Weiterhin besitzen Alkamide einen lokalanasthesierenden Effekt (,tingling
effect”) auf der Zunge, der bei den Prarieindianern als ein Zeichen guter Drogenqualitat
galt [70]. Aulderdem konnte in verschiedenen Testsystemen eine immunmodulatorische
[80, 81, 82] und eine entzundungshemmende Wirkung nachgewiesen werden. Zum
Beispiel zeigten die isomeren Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensaure-isobutylamide
(50upg/ml) eine 55-prozentige Hemmung der Cyclooxygenase 1 und eine 62-prozentige
Hemmrate der 5-Lipooxygenase [71]. Neuere Untersuchungen von Clifford [72] zeigten,
dass Undeca-2Z,4E,-dien-8,10-diinsaure-isobutylamid im Vergleich verschiedener
Alkamide auf ihre Cyclooxygenasehemmung die hochste Wirksamkeit besitzt. Die
Effektivitat ist dabei auf die COX-1 groler als auf die COX-2. Tabelle 3 zeigt
zusammengefasst die moskitozide Wirkung sowie die Hemmung der COX-1 und
COX-2 isolierter Alkamide nach Clifford 2002 [72].

Verbindung ( 100 ug/ml) COX-1 COX-2 moskitozide Wirkung
pndeca—25,42—d|en—8,10-dunsaure— 36 15 71 % in 2h
isobutylamid
.Undeca-2Z.,4E-d|en-8,10-dunsaure- 60 46 78 % in h
isobutylamid
Podeca—25,42—d|en—8,10-dunsaure— 36 15 50 % in 9h
isobutylamid
Undeca-2E,4Z-d|en-8,10-dunsaure-2- 55 39 25 % in 24h
methylbutylamid
Dodeca—2E,4Z—d|en—8,10-d||nsaure—2- 48 31 10 % in 24h
methylbutylamid
Podeca-2§,42,82,1OZ/E-tetraensaure- ) ) 87.5 % in 15 min.
isobutylamid

Tab.3: Ergebnisse der Untersuchungen von Clifford [72] —Tabelle modifiziert nach Dietz [68]
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1.13 Peyer'sche Plaques und Immunsystem des GIT

Fur eine effektive Resorption von Nahrstoffen besitzen die Schleimhaute des
Verdauungstraktes eine besonders groRe Oberflache (etwa 400 m?) und ein dinnes
Epithel. Beides ermdoglicht aber auch pathogenen Erregern leicht in das Gewebe
einzudringen. Daher bedurfen gerade die Enterozyten im Darm der standigen Kontrolle
durch das Immunsystem. Unter physiologischen Bedingungen ist die Darmbarriere
permeabel fur Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht, wie z.B. Aminosauren,
Fettsauren und Zucker und impermeabel fir Makromolekile und Partikel [87]. Diese
Epithelbarriere verhindert im intakten Zustand das frihzeitige Erkennen von potentiell
pathogenen Substanzen durch immunkompetente Zellen des menschlichen
Organismus. Spezialisierte Epithelzellen, so genannte M-Zellen fungieren daher als
.Probennehmer® und prasentieren dem lymphatischen Gewebe z.B. Bakterien, Viren
und Toxine. Die Basalmembran unter den M-Zellen ist eingestllpt und formt eine
Tasche, in der intraepitheliale Lymphozyten, Makrophagen oder seltener auch
Plasmazellen liegen [88]. Das Zytoplasma zwischen der apikalen Membran und der
Tasche ist oftmals abgeschwacht oder ,membrands®, was zu dem Namen
.,membranous (M) cell“ gefuhrt hat [89]. Aus Abbildung 20, die den schematischen
Aufbau der M-Zellen sowie deren Lage zwischen den Enterozyten zeigt, wird deutlich

welche Aufgabe M-Zellen besitzen.

§0 7 10

Abb.20: Schematische Darstellung des Follikel assoziierten Epithels (FAE) mit M-Zelle nach
A. Gebert MH Hannover [88]
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Zuerst werden Antigene per Endozytose an der apikalen Membran der M-Zelle
aufgenommen. Im zweiten Schritt folgt die Transzytose, gefolgt vom dritten Schritt der
Exozytose an der basolateralen Membran, wo es zur Prasentation der Antigene kommt.
In diesem Bereich befinden sich Dendritische Zellen (DC) und Makrophagen (Mo).
Diese nehmen das Antigen auf und verarbeiten es gemald ihrer Funktion als
antigenprasentierende Zelle (,antigen presenting cell* APC). M-Zellen finden sich unter

anderem in den Dome-Epithelien der Peyer’schen Plaques (Abb.21).

—t

————
——

Abb.21: Schematische Darstellung der Peyer’schen Plaques nach A. Gebert [88]

Der Name Peyer'sche Plaques (PP) geht auf den Anatomen JOHANN CONRAD
PEYER (1653-1712) zurlck, der die Ansammlungen von Lymphfollikeln
(Noduli lymphatici aggregatii) in der Tela submucosa des Dinndarms zuerst beschrieb.
Lokalisiert sind sie auf der antimesenterial Seite des Darmes und finden sich
hauptsachlich im Bereich des lleums. Sie gelten als Ubergeordnete Strukturen des
Darm-assoziierten lymphatischen Gewebes (GALT, ,gut associated lymphoid tissue®),
In Bezug auf die Schleimhaute bezeichnet man die Zellen des Immunsystems auch als
Mukosa-assoziierten lymphatisches Gewebe (MALT, ,mucosa associated lymphoid
tissue®). Die Lymphfollikel erreichen in der Regel das Darmepithel und wdlben dieses
kuppelartig in das Darmlumen vor (Dome-Epithelien). Da Uber den oralen Weg sehr
viele Antigene aufgenommen werden, sind die PP ein wichtiges lymphatisches Organ.
Innerhalb der PP wird entschieden, ob das Immunsystem tolerant gegenuber Antigenen
aus Nahrungsbestandteilen reagiert, oder aber eine Immunantwort eingeleitet wird [90].
Die innerhalb der PP mit dem Antigen in Kontakt tretenden B-Lymphozyten gelangen
als Vorlaufer der Plasmazellen tber Lymphe, Lymphknoten, Ductus thoracicus ins Blut

und daruber wieder in die Lamina propria des Darmes zuruck (,Homing“) [88].

-22 -



1. Einleitung und Problemstellung

Abbildung 22 zeigt schematisch den Weg der immunologischen Pragung der

Lymphozyten.

Agglutinatian

ﬂg [}90 paonisiBmIng

Pathogens
0
0

AL
Y

“ 5

X

Antigena ufnabime
duroh M-Ze

Schutz durch die

Schieimhaut Selretion von sigh

-
s antigenspezfische
: . Plasmazedien
Emigration der
Lymphazyten ol

ligration in

andere
Se:hibalmhd e

@

Lymphgeldie

Bhatg effile

Lymphknoban

Abb.22: Schemazeichnung der immunologischen Pragung von Lymphozyten, ihr ,Homing“ und die
daraus resultierende Protektion gegenuiiber Pathogenen modifiziert nach A. Gebert 1997 [89, 91]

Aus der Abbildung ist zu erkennen, dass neben dem ,Homing“ und der Migration in
andere Schleimhaute die Lymphozyten als IgA-produzierende Plasmazellen vermutlich
den Organismus vor dem Pathogen schitzen konnen [91]. Daher hat gerade dieser
Weg der Immunmodulation fur die Erforschung von AGPs eine besondere Bedeutung,
da sie als Makromoleklle modglicherweise an dieser Stelle mit dem Immunsystem in
Kontakt treten konnten. Aus diesem Grund ist es wichtig zu wissen, ob Enzyme und
unterschiedliche pH-Werte eine Degradation der AGPs zur Folge haben oder aber ob

die AGPs dem Immunsystem als intakte Molekule prasentiert werden.
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1.14 Zielsetzung und Problemstellung

Durch die nahe Verwandtschaft der Gattung Rudbeckia zur Gattung Echinacea lag die
Vermutung nahe, dass auch bei Rudbeckia Polysaccharide an den beschriebenen
immunmodulatorischen Wirkungen beteiligt sein konnten. Des Weiteren war zu klaren,
ob auch in dieser Gattung Alkamide an eben diesen Wirkungen Anteil haben, oder ob
das Fehlen dieser Substanzen ein chemotaxonomisches Unterscheidungsmerkmal
darstellen koénnte. Im Detail sollte speziell auf folgende vier Punkte eingegangen

werden:

1. Aus dem oberirdischen Pflanzenmaterial von Rudbeckia hirta L. sollten durch
wassrige Extraktion Arabinogalaktan-Proteine isoliert werden und hinsichtlich

der nachfolgenden Punkte naher untersucht werden:

- Molekulargewicht
- chemische Zusammensetzung des Kohlenhydrat- sowie des Proteinteils
- struktureller Aufbau des Kohlenhydratteils

- immunmodulatorische Eigenschaften
2. Durch gezielte strukturelle Veranderungen des AGPs sollten Rickschlusse auf
Struktur-Wirkungs-Beziehung in Bezug auf die Beeinflussung der Aktivitat des

Komplementsystems gezogen werden.

3. Entwicklung eines Speichel-, Magen- und Darmmodells zur Aufklarung einer

mdglichen Degradation der AGPs durch Verdauungsenzyme.

4. Untersuchung des oberirdischen Pflanzenmaterials von Rudbeckia hirta
hinsichtlich des Gehalts an Alkamiden (Alkylamiden).
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2. Ergebnisse

2.1 lIsolierung

2.1.1 Extrakt-Ausbeuten

Extraktion der AGPs

Zur Herstellung des wassrigen Extrakts wurde geschnittenes Drogenmaterial aus dem
botanischen Garten des pharmazeutischen Instituts der Christian-Albrechts Universitat zu
Kiel, geerntet in der Blute im Juli 2002, verwendet. Die Einwaage des getrockneten
Pflanzenmaterials betrug 100 g. Als Extraktionsmittel wurde Aquagem. 2000 ml benutzt.
Damit betrug das Drogen-Extraktionsmittel-Verhaltnis 1:20. Die Mazeration erfolgte bei
Raumtemperatur unter standigem Schutteln Uber einen Zeitraum von 21,5 Stunden. Nach
der Mazeration schlossen sich mehrere Aufreinigungsschritte an, die unter der Methode
(M ISO-AGP) im Experimentellen Teil nachzulesen sind. Im nachfolgenden
Extraktionsschema sind die Ergebnisse der einzelnen Arbeitsschritte aufgefuihrt. Nach
Aufreinigung des Retentats wurde mit Yariv-Reagenz gefallt, um die Reinheit des AGP
weiter zu erhdhen. Die angegebenen Chromatogramme sollen die Aufreinigung des
AGPs durch die verschiedenen Arbeitsschritte verdeutlichen. Die Probennahme erfolgte
aus den gefriergetrockneten Zwischenstufen. Die Untersuchung erfolgte nach der
Methode (M Acetylierung), nach der im Anschluss an die Hydrolyse und Reduktion des
Polysaccharids samtliche Hydroxylgruppen der monomeren Zuckerkomponenten
acetyliert werden und somit einer gaschromatographischen Untersuchung

(M GC-1) zuganglich gemacht werden kénnen.
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Einwaage: 100 g/
2000 ml

Mazerat

proteinfreier
Uberstand

Filtrat

21,5 h Mazeration &
anschlieendes
Auspressen mit
Tinkturenpresse der
Fa. HAFICO

Abkochen

10 min. 90 °C &
Zentrifugation
5000 rcf 10 min

Tangentialflussfiltration
Ausschlu3grenze 30.000 Da

Chromatogramm_1

Retentat

Chromatogramm_ 2

Abb.23: Teil 1 des Extraktionsschemas von AGPs aus Rudbeckia hirta
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Chromatogramm_1: Filtrat nach der Tangentialflussfiltration

uv
46000~

44000

42000

40000

38000

36000

34000

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (JN\FILTRAT.D)

Ara

Ino

Chrom.1: Filtrat nach TFF von Rudbeckia hirta

30 mind

Zucker Retentionszeit [min] Zucker Anteile
Arabinose 13,1 4,1
Galaktose 28,7 12,5

Glukose 30,6 68,4

Tab.4: Prozentualer Gehalt (m/m) ausgewéahlter Monosaccharide im Filtrat nach TFF von Rud. hirta

Als Mal} fur die Reinheit des AGPs soll in den nachfolgenden Chromatogrammen neben

dem prozentualen Wert von Arabinose und Galaktose auch der Glukosegehalt

angegeben werden. Das Chromatogramm des Filtrats lasst erkennen, dass wenig

Arabinose und Galaktose ins Filtrat Ubergehen. Den mengenmalig grofdten Anteil stellt

hier die Glukose. Die hier aufgefiihrten Neutralzucker finden sich im Filtrat sowohl als

Monosaccharide wie auch als Oligo- und Polysaccharide. Der anteilig grof3te Peak ist das

als innerer Standard verwendete myo-Inositol.

-27 -



2. Ergebnisse

Chromatogramm_2: Retentat der Tangentialflussfiltration

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (JN\VORDIA1.D)

39000+
38000
37000

36000
35000

Ara Gal Glc
340007J

Chrom.2: Retentat nach TFF von Rudbeckia hirta

Zucker Retentionszeit [min] Zucker Anteile
Arabinose 13,9 12,6
Galaktose 30,5 26,3

Glukose 32,4 29,2

Tab.5: Prozentualer Gehalt (m/m) ausgewahlter Monosaccharide im Retentat nach TFF von Rud.hirta

Durch die Tangentialflussfiltration wurden alle Substanzen mit einem nominellen
Molekulargewicht unterhalb von 30.000 Dalton abfiltriert und fanden sich in der Filtrat-
Fraktion. Die hochmolekulare Fraktion enthielt nun, neben anderen Begleitsubstanzen,
das angereicherte AGP. Der Anteil an Glukose betrug nur 29,2 %, wahrend in der

Addition Arabinose und Glukose knapp 39 % ausmachten.
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Hydrolyse und Acetylierung

Chromatogramm_3

Retentat

Ss

Gefriertrocknung

Riickstand
3,839

Il

Dialyse MWCO 12-14.000 &
Gefriertrocknung

Polymere

372,9 mg

Fallung mit Yariv-Reagenz

-

> Chromatogramm_4

Abb.24:Teil 2 des Extraktionsschemas von AGPs aus Rudbeckia hirta
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Chromatogramm_3: Extrakt nach der Dialyse (MWCO: 12.000-14.000)

uv |

38000;
37000
36000
35000%
34000%

33000

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (JN\080302.D)

Ara

Glc

25 30 mi

Chrom.3: Extrakt nach TFF und Dialyse von Rudbeckia hirta

Zucker Retentionszeit [min] Zucker Anteile
Arabinose 13,5 25,1
Galaktose 29,6 53,6

Glukose 31,5 8,9

Tab.6: Prozentualer Gehalt (m/m) ausgewéahlter Monosaccharide im Extrakt von Rud. hirta nach Dialyse

Die Dialyse trennt Substanzen mit einem nominellen Molekulargewicht von
12-14.000 Dalton vom Retentat ab. Dieser Aufreinigungsschritt ist notwendig, da nur
etwa ein Zehntel des Tangentialflussfiltrationsrickstands polymere Substanzen
beinhaltet. Nach der Dialyse stieg der Anteil an Arabinose und Galaktose auf knapp 79 %

an. Der Anteil an Glukose sank weiter auf 8,9 %.
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Chromatogramm_4: AGP

ADCTA, ADCT CHANNEL A (JN\YARIVFA1.D)
uv ]

52500—? |
soooo—f
47500% Gal
45000%

42500

40000

37500

35000{ MMM/\_J\WW\J >
325004

Chrom.4: Nach der Yarivfallung des AGPs aus Rudbeckia hirta

Zucker Retentionszeit [min] Zucker Anteile
Arabinose 13,2 20,9
Galaktose 28,8 72,4

Glukose 30,6 2,6

Tab.7: Prozentualer Gehalt (m/m) ausgewahlter Monosaccharide in Rud. hirta nach Yariv-Fallung

Im letzten Schritt der Aufreinigung wurde das AGP aus wassriger Losung mit Yariv-

Reagenz gefallt (M Yarivfallung). Hierbei handelt es sich um eine
hochspezifische Fallung. Der prozentuale Wert der Addition von Arabinose und
Galaktose stieg weiter auf Uber 93 %, wahrend der Glukose Wert weiter absank.
Da ca. 14 % des Retentats als AGP gefallt werden konnten, ergibt sich bezogen auf die

Gesamteinwaage Droge ein Gehalt von 0,05 % AGP.
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2.1.2 Synthese des Yariv-Reagenz

Die Synthese des Yariv-Reagenz wurde erstmals von Yariv et al. 1962 beschrieben [73]
(M Yariv-1). Es werden zwei Ldsungen hergestellt. Losung 1 enthalt zunachst die
p-Aminophenyl-R-D-Glukose (1) in HCI. Nach Zugabe von Natriumnitrit bei 0 °C bildet
sich das Diazoniumsalz (2). Lésung 2 besteht aus dem Reaktionspartner Phloroglucin (3)
in Wasser gelost. Losung 1 wird langsam unter Einhaltung des pH-Wertes von 9
(Zugabe von NaOH) zur Lésung 2 gegeben. Da es sich hier ebenfalls um eine exotherme
Reaktion handelt, muss der Ansatz mit Eis geklUhlt werden. Nach erfolgreicher
Umsetzung versetzt man den Ansatz mit Methanol und fallt Gber Nacht. Nach

Zentrifugation wird erneut mit einem Gemisch von Wasser/Methanol gefallt und

zentrifugiert. Der Rickstand wird bei 50 °C im Trockenschrank getrocknet.

G|C\ Glc
© NaNO , ~o
—_— +
NH HCI +
(1) 2 N=N| HO
(2)
Glc _Glc
>0 o)
T . Lr
NaOH N _N
N N
pH 9.0
HO OH
N
1]
N
?
Glc

OH

Abb.25: Reaktionsschema der Yariv-Reagenz Synthese
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Da p-Aminophenyl-B-D-Glukose (1) im Handel sehr teuer ist, wurde versucht,
Ausgangssubstanz mit Hilfe einer geeigneten Reaktion selbst zu synthetisieren. Hierzu
wurde p-Nitrophenyl-R3-D-Glukopyranosid in deminerlisiertem Wasser geldst und nach
Zugabe von Pd/C (10 % Palladium) Uber Nacht bei 3,5 bar in der Schuttelapparatur
katalytisch hydriert. Nach Filtration des Katalysators und Einengen der Losung im
Vakuum wurde das Prazipitat in Ethanol aufgenommen und umkristallisiert. Die Ausbeute
an Reinsubstanz betrug 82 % (M Yariv-2).

NO 3,5 bar NH

2

Abb.26: Reaktionsschema der p-Aminophenyl-3-D-Glukose Synthese

Zur Bestimmung der Reinheit der Substanz wurde ihr IR-Spektrum (M IR) der Substanz
mit dem der Referenzsubstanz (p-Aminophenyl-R-D-Glukose) verglichen (Abb.27). Sehr
gute Ubereinstimmungen fanden sich im Fingerprintbereich zwischen 1600 und 1000
cm™. Die Deformationsschwingungen im Bereich um 830 cm™ deuteten auf einen
p-disubstituierten  Aromaten hin. Des  Weiteren erschienen deutlich die
Valenzschwingungen um 3350 cm™, die auf Hydroxyl- und Aminogruppen hinweisen. Die
IR-Spektren zeigen die Ubereinstimmung der Referenzsubstanz p-Aminophenyl-R-D-

Glukose mit dem Synthese-Endprodukt.

-33-



2. Ergebnisse
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Abb.27: IR-Spektren

a.Referenzsubstanz: p-Aminophenyl-3-D-Glukose
b. Synthese Endprodukt

-34 -




2. Ergebnisse

2.1.2.1 3-D Ansicht des Yariv-Reagenz

Abb.28: 3-D Ansicht des Yariv-Reagenz mit Glukosen als Zuckerkomponenten

Mit Hilfe der ACD/Chem Sketch Software V 5.12 (Advanced Chemistry Development,
Toronto Canada) ist es moglich aus der zweidimensionalen Struktur einer Substanz, ein
3-D Modell zu erstellen. Aus der Abbildung 28 wird die planare Struktur des Yariv-
Reagenz deutlich. In der Darstellung wurde Glukose als Zuckerkomponente gewahlt, da

das Yariv-Reagenz in dieser Form eingesetzt wurde.
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2.2 Zuckeranalytik

2.2.1 Neutralzuckerbestimmung

Zur Bestimmung der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung des AGPs wurden
sowohl Filtrat und Retentat der Tangentialflussfiltration (TFF) als auch das Yariv-gefallte
Polysaccharid zuerst vollstandig hydrolysiert, acetyliert (M Acetylierung) und
anschliefend gaschromatographisch vermessen (M GC-1). Durch die Bestimmung der
Monomere sollten erste Informationen zum molekularen Aufbau des Polymers AGP
erhalten werden. Zu beachten ist, dass bei dieser Acetylierungsmethode Uronsauren
nicht miterfasst werden. Dies hat zwei Grinde: zum einen werden bei der Hydrolyse des
Polysaccharids Uronsauren eventuell als Aldobiuronsduren abgespalten und zum
anderen wird bei der gewahlten Acetylierungsmethode (M Acetylierung) die

Carbonsaurefunktion nicht reduziert.
2211 Filtrat
Die Untersuchung des Filtrats diente der Bestimmung der Reinheit des AGP im Extrakt 2.

In der nachfolgenden Tabelle sind die prozentualen Werte der Neutralzucker im Filtrat

des zweiten Extrakts aufgefuhrt.

Zucker Zucker Anteile
Rhamnose 2,5
Fukose 59
Arabinose 41
Xylose 1,7
Mannose 4,9
Galaktose 12,5
Glukose 68,4
Arabinose : Galaktose 1:3,0
Arabinose + Galaktose 16,6

Tab.8: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) von Rud. hirta im Filtrat des Extrakts 2
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Filtrat

70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

10,0

0,0

Rhamnose Fukose Arabinose Xylose Mannose  Galaktose Glukose

Diagramm 1:  Grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) von
Rud. hirta im Filtrat des Extrakts 2

Die Mengen an Arabinose und Galaktose waren so gering, dass eine weitere

Aufarbeitung der Filtrat-Fraktion nicht sinnvoll erschien. Aus diesem Grund wurde auch

auf eine weitere Bestimmung des Filtrats in den nachfolgenden Extrakten verzichtet.
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2.2.1.2 Retentat

Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht der Neutralzucker-Zusammensetzung der Retentate
verschiedener Extrakte nach der Tangentialflussfiltration und einer nachfolgenden
Dialyse (MWCO 12-14.000 Da).

Zucker Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3 Extrakt 4 Extrakt 5 Mittelwert
Rhamnose 6,9 9,5 12,6 14,6 9,5 10,6
Fukose 0,8 0,6 3,9 2,3 0,0 1,5
Arabinose 25,1 22,6 16,0 16,6 22,8 20,6
Xylose 2,3 53 4,2 4,2 4,1 4,0
Mannose 2,4 2,2 5,8 3,0 3,1 3,3
Galaktose 53,6 51,6 36,7 39,2 44,4 45,1
Glukose 8,9 8,3 20,8 20,2 16,2 14,9
Arabinose : Galaktose 112,14 1/2,28 1/2,29 112,37 1/1,95 1/2,19
Arabinose + Galaktose 78,7 74,2 52,7 55,8 67,1 65,7

Tab.9: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) von Rudbeckia hirta im Retentat verschiedener
Extrakte

Extrakte

60,0

50,01

40,0

30,0 ]

20,01 I

10,01
0,0°

1 2 3 4 5 X

‘El Rhamnose B Fukose O Arabinose O Xylose B Mannose @ Galaktose B Glukose ‘

Diagramm 2:  grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) von
Rudbeckia hirta im Retentat verschiedener Extrakte
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Im Vergleich zum Filtrat zeigt sich, dass im Retentat die Monosaccharide Arabinose,
Galaktose und Glukose dominieren. Erwahnenswert ist der im Mittel mit 10 % hohe
Gehalt an Rhamnose. Die hohen Werte der Glukose resultieren im Extrakt
3 und 4 wahrscheinlich aus einer nicht ausreichend durchgefuhrte Dialyse. Da Arabinose
und Galaktose zusammen ca. 65 % der Monosaccharide ausmachten, wurde aus dem

Retentat eine Yariv-Fallung der Arabinogalaktan-Proteine durchgeflhrt.

2.2.1.3 AGP nach Yariv-Fallung

Nach Yariv-Fallung aus dem Retentat stellen die Monosaccharide Arabinose und
Galaktose die beiden Hauptzucker. In geringerer Menge konnte auch nach der Fallung
Rhamnose identifiziert werden. Auch hier sind schwankende Glukosewerte ein Indiz fur
eine eventuell unzureichende Dialyse. Das Verhaltnis von Arabinose und Galaktose liegt
im Mittel bei 1 zu 2,8. Dieses Verhaltnis ist im Vergleich zu AGPs aus anderen Pflanzen
auffallig. Arabinose und Galaktose machen gemeinsam ca. 86 % der Neutralzucker des
AGPs aus.

-39 -



2. Ergebnisse

Zucker Yariv 1 Yariv 2 Yariv 3 Yariv 4
Rhamnose 3,2 3,8 3,2 8,8
Fukose 0,0 0,0 0,0 0,0
Arabinose 21,2 20,6 24,5 19,1
Xylose 0,0 1,6 0,0 0,0
Mannose 1,6 2,7 2,2 0,0
Galaktose 71,4 67,4 67,5 62,3
Glukose 2,5 3,8 2,6 9,8
Ara / Gal 1/3,37 1/3,28 1/2,75 1/3,27
Ara + Gal 92,6 88,0 92,0 81,4

Tab.10: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) verschiedener Yariv-Fallungen aus dem Retentat
nach TFF und Dialyse von Rudbeckia hirta

Yariv-Fallungen Ubersicht 1

80,0+

70,0

60,0

50,0+

40,0+

30,0+

20,0+

10,0

0,0+
Yariv 1 Yariv 2 Yariv 3 Yariv 4

ORhamnose @O Fukose OArabinose [OXylose B Mannose @O Galaktose W Glukose ‘

Diagramm 3.1: grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m)
verschiedener Yariv-Fallungen aus dem Retentat nach TFF und Dialyse von
Rudbeckia hirta
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Zucker Yariv 5 Yariv 6 Yariv 7 Yariv 8 ;
Rhamnose 7,7 2,4 2,1 1,5 41
Fukose 0,0 1,1 1,2 1,8 0,5
Arabinose 19,3 26,8 25,3 27,1 23,0
Xylose 1,6 1,6 1,9 1,7 1,0
Mannose 0,0 1,0 2,5 0,0 1,2
Galaktose 50,5 64,9 63,4 62,7 63,8
Glukose 20,9 2,2 3,6 5,1 6,3
Ara / Gal 1/2,61 112,42 1/2,51 1:2,32 1:2,77
Ara + Gal 69,8 91,8 88,7 89,8 86,8

Tab.11: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) verschiedener Yariv-Fallungen aus dem Retentat
nach TFF und Dialyse von Rudbeckia hirta

Yariv-Fillungen Ubersicht 2

70,0+

60,0

50,0+

40,0+

30,0+

20,0+

10,01

0,0 p—
Yariv5 Yariv 6 Yariv7 Yariv 8 X

O Rhamnose @O Fukose [OArabinose [OXylose B Mannose @O Galaktose B Glukose ‘

Diagramm 3.2: grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m)
verschiedener Yariv-Fallungen aus dem Retentat nach TFF und Dialyse von
Rudbeckia hirta
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2.2.2 Diffusionstest

Yariv-gefalltes AGP

In Agarosegel-Platten werden mit Hilfe eines Bohrers funf Locher eingestanzt (M Diff).
Das mittlere Loch wird mit 10 ul Yariv gefalltem AGP (10 mg/ml) befullt. In die vier
aulleren Locher wird Yariv-Losung (1 mg/ml) geflllt. Yariv-Reagenz fallt hochspezifisch
AGPs. Nach Diffusion von Yariv-Reagenz und AGP durch die Agarose bilden sich

deutliche rote Prazipitationsbanden.

Abb.29: Diffusionstest: AGP gegen Yariv-Reagenz

Es wurden Geldiffusionstests mit dem Filtrat und dem Retentat nach der TFF
durchgefihrt, um zu kontrollieren, ob auch hier Yariv-fallbare AGPs vorhanden sind. Als
Positiv-Kontrolle wurde Yariv-gefalltes AGP verwendet. Filtrat und Retentat wurden in
Konzentrationen von 0,1, 1 und 10 mg/ml eingesetzt, das Yariv-gefallte AGP ebenso wie

das Yariv-Reagenz in einer Konzentration von 1 mg/ml.
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Retentat Retentat
10 mg/ml 1 mg/ml

Retentat
0,1 mg/ml

Abb.30: Diffusionstest verschiedener Konzentrationen des Retentats nach TFF und Dialyse
gegen Yariv-Reagenz

Es zeigten sich deutliche Prazipitationsbanden beim Retentat (10 mg/ml) und beim AGP
(1 mg/ml). Eine Konzentration von 1mg/ml Retentat Iasst eine schwache Bande erahnen,
wahrend 0,1 mg/ml Retentat zu niedrig konzentriert war, um eine Prazipitationsbande zu
bilden.

Filtrat Filtrat
10 mg/ml 1 mg/ml

Filtrat
0,1 mg/mli

Abb.31: Diffusionstest verschiedener Konzentrationen des Filtrats nach TFF gegen Yariv-Reagenz

Die Ergebnisse des Geldiffusionstests durchgefuhrt mit verschiedenen Konzentrationen
des Filtrats bestatigen die Acetylierungsanalyse der Neutralzucker. In keiner der
Konzentrationen konnte eine Prazipitationsbande nachgewiesen werden. Die Positiv-

Kontrolle des AGP (1 mg/ml) zeigte eine deutliche Bande.
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2.2.3 Neutralzuckerbestimmung nach Partialhydrolyse

Durch partielle Hydrolysen lassen sich unter bestimmten Bedingungen furanosidische
Bindungen spalten, wahrend pyranosidische Bindungen erhalten bleiben. Diese Methode
gewahrt erstens wichtige Erkenntnisse zur Charakterisierung eines Polysaccharids, und
zweitens erhalt man Spaltprodukte, die zur spateren Ableitung von Struktur-
Wirkungsbeziehung dienen konnen.

Eine solche partielle Hydrolyse konnte mit Oxalsaure (12,5 mM) durchgefuhrt werden
(M Oxal). Eine Fallung mit EtOH 80 % lieferte ein Prazipitat und einen Uberstand, welche
durch  Zentrifugation voneinander getrennt wurden. Das Prazipitat wurde
hydrolysiert/acetyliert (M Acetylierung), wahrend der Uberstand einmal ebenfalls nach
gleicher Methode acetyliert wurde und bei einer weiteren Acetylierung auf die vorherige
TFA-Hydrolyse verzichtet wurde. Ziel war 2zu bestimmen, ob durch die
Oxalsaurehydrolyse nur Monosacharide oder aber auch Oligosaccharide abgespalten

wurden. Bestimmt wurde per gaschromatographischer Untersuchung (M GC-1).

Zucker abgespaltener Anteil abgespaltener Anteil Prazipitat AGP"aus Yariv-
mit TFA Hydrolyse ohne TFA Hydrolyse Fallung 1
Rhamnose 6,7 7,6 1,6 3,2
Fukose 0,0 1,5 0,0 0,0
Arabinose 53,2 82,4 3,7 21,2
Xylose 1,6 0,0 0,0 0,0
Mannose 0,0 0,0 0,0 1,6
Galaktose 33,6 54 94,7 71,4
Glukose 4,9 3,2 0,0 2,5
Ara / Gal 1:0,63 1:0,07 1:25,66 1/3,37

Tab.12: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) verschiedener Spaltprodukte nach der
Oxalsaurehydrolyse im Vergleich mit AGP aus der Yariv-Fallung 1
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Oxalsaurehydrolyse
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0 — : — -
abgespaltener Anteil mit abgespaltener Anteil ohne Prazipitat AGP aus Yariv-Fallung 1
TFA Hydrolyse TFA Hydrolyse
O Rhamnose M Fukose 0O Arabinose 0O Xylose B Mannose O Galaktose B Glukose

Diagramm 4: grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) verschiedener
Spaltprodukte nach Oxalsaurehydrolyse im Vergleich mit AGP aus der Yariv-Fallung 1

Im Prazipitat der EtOH-80 %-Fallung dominiert Galaktose mit ca. 95 % wahrend
Arabinose im Vergleich zum AGP aus der Yariv-Fallung 1 stark abnimmt. Der Rhamnose
Anteil wird, ebenfalls im Vergleich zum AGP, halbiert. Auffallig ist das Fehlen von
Glukose im Prazipitat. Im Uberstand ohne TFA-Hydrolyse dominiert Arabinose. Durch
den Vergleich mit und ohne TFA-Hydrolyse wird deutlich, dass Arabinose sowohl als
Monosaccharid als auch in Oligosacchariden vorkommt. Dass die Galaktose im
abgespaltenen Teil nach Hydrolyse groRer ist als ohne TFA-Hydrolyse, lasst auf das
Vorkommen von oligomerer Galaktose oder von verschiedenen Gal-Gal- oder Ara-Gal-

Dimeren im Uberstand schlieRen.
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2.2.4 Uronsaurebestimmung nach Blumenkrantz

Da bei der Acetylierungsanalyse nach Blakeney [74] die Carbonsaurefunktion nicht
reduziert wird und somit Uronsauren einer gaschromatographischen Bestimmung nicht
zuganglich gemacht werden, mussen Uronsauren auf anderem Weg ermittelt werden.
Die Bestimmung des Gesamtgehalts an Uronsauren erfolgte nach Blumenkrantz und
Asboe-Hansen [75]. Andere Methoden zur Bestimmung des Uronsauregehalts haben den
Nachteil, dass Neutralzucker miterfasst werden konnen und dadurch die Ergebnisse
verfalscht werden. Die Methode (M Uron-1) beruht auf der Bildung eines Chromogens,
das beim Erhitzen von Uronsaure mit H,SO4 / Borax und anschlieliender Zugabe von
meta-Hydroxydiphenyl entsteht. Die nachfolgende Bestimmung erfolgte photometrisch
bei einer Wellenlange von 520 nm. Der Nachteil der Methode liegt in der mangelnden
Unterscheidung zwischen verschiedenen Uronsauren. So ist ausschlieBlich ein
Gesamturonsauregehalt zu ermitteln. Die Differenzierung zwischen Galakturonsaure
und/oder Glukuronsaure erfolgte mit der Methode nach Taylor und Conrad (s. Kap.
2.2.5). Die Auswertung der Methode nach Blumenkrantz erfolgte Uber eine
Kalibriergerade, erstellt mit einer Standardmischung von D-Galakturonsaure und D-

Glukuronsaure im Verhaltnis 1:1 (Tab.13).

Uronsaure Konz.ug  Mittelwert ODsyq

1 0,056
2 0,114
4 0,267
6 0,387
8 0,517
10 0,607
12 0,766

Tab.13: Absorptionswerte unterschiedlicher Mengen Galakturonsaure/Glukuronsdure zur Kalibrierung
der Methode nach Blumenkrantz
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Uronsaurebestimmung nach Blumenkrantz

0,900

0,800

0,700 /
0,600 /
0,500 /
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0,300 /

0,200 /

0,100 /

0,000 ‘ ‘ \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12 14

Mg Uronsaure

Absorption 520 nm

R? =0,9968

Diagramm 5: Kalibriergerade der Uronsaurebestimmung nach Blumenkrantz mit Regressionsgerade

Die lineare Regression der Kalibriergeraden lag bei 0,9968. Die Uronsaureanalyse nach
Blumenkrantz erfolgte in einer Doppelbestimmung. Der Mittelwert der Absorptions-
messung betrug 0,531. Aus diesen Werten lasst sich ein Gesamturonsauregehalt

bestimmt nach Blumenkrantz von 4,2 % (m/m) ermitteln.

- 47 -



2. Ergebnisse

2.2.5 Uronsaurebestimmung nach Taylor und Conrad

2.2.51 Ergebnisse der Acetylierungsanalyse

Da die direkte gaschromatographische Erfassung der Urondauren mit der Methode nach
Blakeney [74] nicht mdglich ist, mussten die vorhanden Uronsauren vorher in die
korrespondierenden Neutralzucker Uberfuhrt werden. Zur Anwendung gelangte die
Methode nach Taylor und Conrad [97] (M Uron-2), bei der die Carboxylgruppe zunachst
bei pH 4,75 mit Carbodiimid aktiviert und zu einem O-Acylisoharnstoffderivat umgesetzt
wird. Um eine spatere massenspektrometrische Auswertung zu ermdglichen, wurde das
Produkt der Umsetzung mit Natriumbordeuterid markiert. Die Ergebnisse der im
Anschluss an die Acetylierungsanalyse (M Acetylierung) (Tab.14) durchgeflhrten
gaschromatographischen Bestimmung der Monomere (M GC-1) zeigen im Vergleich von
AGP aus der Yariv-Fallung 4 mit Uronsaure-reduziertem AGP (UA-Reduktion), ebenfalls
aus der Fallung 4, einen Anstieg der Glukose-Fraktion um 3,2 Prozent. Daraus lasst sich

ableiten, dass es sich bei der nachgewiesenen Uronsaure um Glukuronsaure handelt.

Zucker AGP nach UA-Reduktion AGP aus Yariv-Fallung 4
Rhamnose 7,7 8,8

Fukose 0,0 0,0
Arabinose 17,8 19,1

Xylose 0,0 0,0

Mannose 0,0 0,0
Galaktose 61,4 62,3

Glukose 13,0 9,8

Ara / Gal 1:3,45 1:3,27

Tab.14: Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) des Uronsaure reduzierten AGP im Vergleich mit
AGP aus Fallung 4
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Uronsaurereduktion/Acetylierung
70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

s B ..

Rhamnose Fukose  Arabinose Xylose Mannose Galaktose  Glukose

@ AGP nach UA-Reduktion B AGP aus Yariv-Fallung 4

Diagramm 6: grafische Darstellung der Neutralzuckerzusammensetzung in % (m/m) des
Uronsaure-reduzierten AGP im Vergleich mit AGP aus Fallung 4

2.2.5.2 Ergebnisse der Methylierungsanalyse

Die mit Natriumbordeuterid vorbereitete Probe wurde nach der Methode zur Bestimmung
der Bindungsstellen (M Methylierung) in Polysacchariden aufgearbeitet und
anschlieBend massenspektrometrisch per GC-MS (M GC-MS) untersucht. Die
Methylierungsanalyse hat den Vorteil zu unterscheiden, ob eine Uronsaure endstandig
(terminal) oder innerhalb einer Kette lokalisiert ist. Die nachfolgenden Abbildungen
zeigen das TIC (Total lonen Chromatogramm) des methylierten AGP, sowie das TIC des
UA-reduzierten AGP. Die Masse der Bruchstucke, die das Ce-Atom enthalten, zeigen
eine durch Deuterierung um zwei erhohte Masse. Charakteristische Massenfragmente
deuten demnach auf Uronsauren hin. In der nachfolgenden Tabelle sind die
Massenfragmente von Uronsauren und ihrer korrespondierenden Neutralzuckern

aufgefuhrt.
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Massenfragmente
1-Glc/1-GIcA 145/147 161/163 205/207
1-Gal/1-GalA 145/147 161/163 205/207
1,3-Gal/1,3-GalA 129/131 161/163 233/235
1,4-Gal/1,4-GalA 129/131 189/191 233/235
1,6-Gal/1,6-GalA 129/131 189/191 233/235
1,3,6-Gal/1,3,6-GalA 129/131 201/203 261/263

Tab.15: Massenfragmente von Uronsduren und ihrer korrespondierenden Neutralzucker

SeemesTes AGP (Yariv-Fallung 4)

E 1-Ara (f)

1,3-Gal (p)

1,3,6-Gal (p)

70000 1,5-Ara ()

1-Gluc (p)
g 1-Rham (p)
E 1,3-Ara‘(p) 14Gal (p)

é 32 mputi |
20000 4 1-pra (p) it
10000—2

T T T T T T T T T T
10.00 1=2.00 1400 16.00 18.00 =20.00 2= 00 24400 =25.00 2800

Ao nciEnce

AGP nach UA-Reduktion

130000 1-Ara (f)

b) 100000 1,3-Gal (p) 1,3,6-Gal (p)

1-GlucA (p) 1,6-Gal (p)

1,5-Ara (f)
1 ‘3»AAra P) A

1-Ara (p) 12 -Rhamiip) |

a0000 -Rham (p)

1,3-Gluc (p)

T T T T T T T T
10.00 1=.00 1400 16.00 1s.00 =oXe o} Pe—Xe o} =a. .00 =s.00

Chrom.5: a) TIC Yarivfallung 4
b) TIC AGP nach UA-Reduktion
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Zucker AGP nach UA-Reduktion AGP aus Yariv-Fillung 4
1-Ara (f) 12,3 11,5
1-Rham (p) 2,7 2,7
1-Ara (p) 2,2 21
1,3-Ara (f) 2,8 3,3
1,2-Rham (p) 1,5 21
1,5-Ara (p) 4,3 7,1
1-Gluc (p) 8,0 4,9
1-Gal (p) 2,9 3,6
1,3-Gluc (p) 4,2 4.8
1,3-Gal (p) 15,0 18,5
1,4-Gal (p) 55 2,8
1,6-Gal (p) 11,0 10,2
1,3,6-Gal (p) 26,0 24,8

Tab.16: Neutralzuckerzusammensetzung in mol% des Uronsaure-reduzierten AGP im Vergleich mit
AGP aus Fallung 4

Tabelle 16 zeigt die Auswertung der Methylierungsanalyse. Zu beachten ist der Anstieg
des prozentualen Anteils 1-Glukose um 3,1 % auf 8 %. Die in der Abbildung Spektren 1
aufgeflhrten Massenspektren zeigen die charakteristischen Verschiebungen bei
145/147, 161/163 und 205/207. Aufgeflihrt ist, neben den Massenspektren der 1-Glukose
vor und nach Uronsaurereduktion auch ein Referenzspektrum der 1-Glukose ohne
vorherige Uronsaurereduktion. Da im Spektrum der Uronsaurereduktion 1-Glukose und
1-Glukuronsaure parallel vorliegen, treten auch die Massenpeaks beider parallel auf.

Der Anstieg der 1,4-Galaktose um 2,7 Prozent auf 5,5 Prozent ist flur die spatere
Bindungsanalyse von Bedeutung. Durch Auswertung des Massenspektrums (Spektren 2)
konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass es sich bei der 1,4-Galaktose um eine
Galakturonsaure handelt. Die charakteristischen Massenfragmente (Tab.15) sind nicht

vorhanden.

-51-



2. Ergebnisse

O+

59
I ‘M\H}\

Scan 567 (15.052 min): URCNRED.D (%)

101

131

o4 ‘
ot

— 87 14‘17
71 ‘ 145
\HH m‘h“‘\ I ‘H‘\

1
Il
T

1177

207

il z=

7
o e

101

87
71

100 120 140
Scan 568 (15.073 nin): YARNMA.D (*)

129 161

180

ol s um\ ‘MH‘ |

100

#60: 1-Gucoee (p) 1,5 Di-Oacetyl-2,3,4,6tetraOrreth (%)

101

87

7

161
129

iz

Spektren 1:

50

100

a) Massenspekirum der 1-Glukose im AGP nach UA-Reduktion
b) Massenspekirum der 1-Glukose im AGP
¢) Massenspektrum der 1-Glukose (Referenz)

-52 -



2. Ergebnisse

Scan 812 (20.245 rrin): URCNRED.D (%)

201)* 101 113
] 233

131 161 173
ol gl wu m Ju ‘H : wh el A U7 A0 207297

40 (S o) 140 1@ 1& 2@ 220 240

Scan 811 (20.224 rrin): YARNL.D (%)

117

H‘ SPMTTT \‘\H \u‘h‘ \\m ‘\H

rnfz_>0 ) T T

|
B

" H 142 161 %74 g0 osoro2i7 | Z3HA
40 &0 140 160 180 200 220 P

#80: 1,4-CGal (py 1.5CGaA); 1.4.5Tri-OACc2,3,6-Tri-O )

117

2000 ] 113

5 142 161 173
ol T, Iu w‘ H‘ S N SN < HURSEM. ¥

T T T
40 (S e} 140 160 180 200 220 z

Spektren 2:
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c) Massenspektrum der 1,4-Galaktose (Referenz)
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Zucker AGP nach UA-Reduktion AGP aus Yariv-Fallung 4
1-Glc / 1-GlcA 12,3 7,8
1-Gal (p) 4.4 57
1,3-Gluc (p) 59 7,0
1,3-Gal(p) 21,0 27,1
1,4-Gal (p) 7,6 4,0
1,6-Gal (p) 15,4 14,9
1,3,6-Gal (p) 33,4 33,4

Tab.17: Neutralzuckerzusammensetzung in mol% des Uronsaure-reduzierten AGP im Vergleich mit
AGP aus Fallung 4 unter Beriicksichtigung potentieller Uronsauren

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse einer alternativen Berechnungsmethode. Wahrend in
Tabelle 16 alle gefundenen Zucker aufgefihrt sind, werden hier nur potentielle
Uronsauren betrachtet. Auch in dieser Auswertungsmethode sind die Anstiege der
1-Glukose (4,5 %) und 1,4-Galaktose Fraktion (3,6 %) festzustellen. Zusammenfassend
kann festgehalten werden:

Die Uronsaurebestimmung nach Blumenkrantz ergibt einen Gesamturonsaurewert von
4,2 %. Durch die Reduktion nach Taylor und Conrad (M Uron-2) lasst sich in der
Acetylierungsanalyse ein Anstieg der Glukose Fraktion um 3,2 % beobachten. Die
Methylierungsanalyse ergibt flr 1-Glukose laut Berechnungsmethode 1 einen Wert von

3,1 % und nach Berechnungsmethode 2 einen Wert von 4,5 %.
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2.2.6 Diffusionstest mit AGP sowie dessen partiellen Abbauprodukten

Um die Reaktivitat des Yariv-Reagenz mit partiellen Abbauprodukten zu testen, wurde
ein Geldiffusionstest (M Diff) durchgeflihrt. Ziel war es, Aussagen Uber die notwendigen
funktionellen Gruppen innerhalb des AGP machen zu kdnnen, die fur eine positive Yariv
Reaktion verantwortlich sind. Getestet wurden das Kernpolysaccharid nach Oxalsaure-
hydrolyse (Core), sowie das AGP nach Uronsaurereduktion (UA-Reduktion). Als
Positivkontrollen wurden AGP und Retentat eingesetzt. Core, UA-Reduktion und AGP
wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt, wahrend das Retentat in einer
Konzentration von 10 mg/ml verwendet wurde (Abb.32). Das Yariv-Reagenz hatte eine

Konzentration von 1 mg/ml.

Abb.32: Diffusionstest des AGP sowie dessen partiellen Abbauprodukten gegen Yariv-Reagenz

Es zeigten sich deutliche Prazipitationsbanden mit dem Retentat, dem isoliertem AGP
und eine etwas schwachere mit AGP nach Uronsaurereduktion. Mit Core bildete sich
keine Prazipitationsbande. Aus diesem Versuch ist zu schlieBen, dass fur die Reaktion
mit dem Yariv-Reagenz terminale Arabinose-Reste von Bedeutung sind, wahrend das
Fehlen von Uronsauren lediglich eine Abschwachung der Prazipitationsbandenbildung

zur Folge hat.
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2.2.7 Bestimmung der Bindungstypen im AGP

Die Bestimmung der Bindungstypen im AGP erfolgte mit Hilfe der Methylierungsanalyse
nach Harris [76]. Nach dieser Methode werden zuerst alle freien Hydroxylgruppen in
Methylether Gberfuhrt. Nach der Hydrolyse kennzeichnen nun alle freien, nicht
methylierten  Hydroxylgruppen der partiell methylieten Monosaccharide die
O-glykosidische Verknupfungsstelle im urspriinglichen Polysaccharid. Nach Harris erfolgt
die Methylierung mit Dimethylsulfinylkalium zur Deprotonierung und mit Methyliodid in
DMSO zur Permethylierung (M Methylierung). Nach anschlieliender Hydrolyse mit TFA
und Reduktion mit Natriumborhydrid (NaBH4) werden die durch die Hydrolyse, sowie die
durch Bildung von Halbacetal freigesetzten Hydroxylgruppen mit Acetanhydrid/
Methylimidazol (M Acetylierung) acetyliert und per GC-MS (M GC-MS) vermessen. Da
die Retentionszeit zur Bestimmung der entstandenen partiell methylierten Alditolacetate
(PMAA) alleine nicht ausreichend ist, muss zur eindeutigen Identifizierung der
Monosaccharide eine massenspektrometrische Analyse herangezogen werden.
Referenzspektren konnen durch gezielte Untermethylierung von Monosacchariden
erhalten werden. Ein Vorteil der Methode ist, dass neben der Bestimmung der
Bindungstypen innerhalb des Polysaccharids eine Bestimmung der Ringgrofien der
Monosaccharide in einem Arbeitsgang moglich ist. So kann unterschieden werden, ob es
sich um Furanosen oder Pyranosen handelt. Besondere Bedeutung erhalt die
massenspektrometrische Auswertung fur die Uronsauren, da die zweifache Deuterierung
mit NaBDs am Cgs keine Verschiebung der Retentionszeit bedingt und damit eine
Zuordnung nur Uber Massenspektren moglich ist. Die Fragmentierung der PMAA im
Elektronenstrahl des Massenspektrometers folgt feststehenden Regeln. Daher entsteht
ein typisches Fragmentierungsmuster, welches mit Referenz- und Literaturspektren
verglichen werden kann:

1. Primarfragmente entstehen bevorzugt durch Spaltung zwischen
methoxylierten C-Atomen, gefolgt von Spaltungen zwischen Methoxy- und
Acetoxygruppen tragenden C-Atomen. Im ersten Fall entstehen zwei
positiv geladene Fragmente, im zweiten Fall entstehen Kationen nur von
dem Fragment mit der Methoxygruppe. Spaltungen zwischen zwei

C-Atomen, die Acetoxygruppen tragen sind selten.
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2. Sekundarfragmente werden aus Primarfragmenten bevorzugt durch ein-
oder mehrmaliges Abspalten von Essigsaure (AcOH) oder Methanol, in
geringerem Male auch durch Abspaltung von Keten und Formaldehyd

gebildet.

Neben dem charakteristischen Fragmentierungsmuster wurde bei den Monosacchariden
die Retentionszeit beriicksichtigt, bei denen das Fragmentierungsmuster Ahnlichkeiten
zeigte. Dieser Fall trat bei Hexosen wie Glukose und Galaktose auf, hier zeigten sich
ahnliche Massenspektren, wahrend sich die Retentionszeiten deutlich unterschieden.
Folgende vier Proben wurden mit Hilfe der Methylierungsanalyse hinsichtlich ihrer O-

glykosidischen Bindungen untersucht:

Probe Kennzeichnung Herkunft
AGP AGP Yariv-Fallung 4
UA-Reduktion UA-Reduktion Yariv-Fallung 4
Kernpolysaccharid nach Partialhydrolyse Core Yariv-Fallung 4
Uberstand der Partialhydrolyse Uberstand Yariv-Fallung 4

Tab.18: Proben der Methylierungsanalyse

Berechnet wurde die Zusammensetzung der Proben in Mol-Prozent (mol %). Dabei

wurden folgende Molmassen fur die einzelnen Monosaccharide verwendet:

Zucker Molmasse
Mono-Acetyl-Tetra-Methyl-Pentose 249
Di-Acetyl-Tri-Methyl-Pentose 277
Tri-Acetyl-Di-Methyl-Pentose 305
Mono-Acetyl-Penta-Methyl-Hexose 294
Di-Acetyl-Tetra-Methyl-Hexose 322
Tri-Acetyl-Tri-Methyl-Hexose 350
Mono-Acetyl-Tri-Methyl-Desoxy-Hexose 263
Di-Acetyl-Di-Methyl-Desoxy-Hexose 291
Tri-Acetyl-Mono-Methyl-Desoxy-Hexose 319

Tab.19: Molmassen verschiedener methylierter Monosaccharide
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2271

Bindungstypanalyse des AGP

Zucker AGP aus Yariv-Féllung 4 [mol%]
1-Ara (f) 11,5
1-Rham (p) 2,7
1-Ara (p) 2,1
1,3-Ara (f) 3.3
1,2-Rham (p) 2.1
1,5-Ara (p) 71
1-Gluc (p) 4,9
1-Gal (p) 3,6
1,3-Gluc (p) 4.8
1,3-Gal (p) 18,5
1,4-Gal (p) 2.8
1,6-Gal (p) 10,2
1,3,6-Gal (p) 24,8

Tab.20: Bindungstyp-Bestimmunag:
Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des AGP

1-Ara (f)
1-Rham (p)
1-Ara (p)
1,3-Ara (f)
1,2-Rham (p)
1,5-Ara (p
1-Gluc (p
1-Gal (p
1,3-Gluc (p
1,3-Gal (p
1,4-Gal (p
1,6-Gal (p

(

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

0,0 5,0

‘AGP aus Yariv-Fillung 4

[mol%]

10,0

15,0

20,0

25,0 30,0

e

Diagramm 7:

Graphische Darstellung der Bindungstyp-Bestimmung:

Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des AGP
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2.2.7.2 Bindungstypanalyse des Kernpolysaccharids nach Partialhydrolyse

Zucker Kernpolysaccharid [mol%)]
1-Ara (f) 6,3
1-Rham (p) 2,4
1-Ara (p) 1,5
1,3-Ara (f) 1,8
1,2-Rham (p) 0,0
1,5-Ara (p) 0,0
1-Gluc (p) 0,0
1-Gal (p) 9,8
1,3-Gluc (p) 6,0
1,3-Gal (p) 26,5
1,4-Gal (p) 2,3
1,6-Gal (p) 17,7
1,3,6-Gal (p) 23,6

Tab.21: Bindungstyp-Bestimmung:
Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des Kernpolysaccharids

Kernpolysaccharid

[mol%]

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

1-Ara (f)
1-Rham (p)
1-Ara (p)
1,3-Ara (f)
1,2-Rham (p)
1,5-Ara (p)
1-Gluc (p)
1-Gal (p)
1,3-Gluc (p)
(

(

(

(

1,3-Gal (p)
1,4-Gal (p)
1,6-Gal (p)
1,3,6-Gal (p)

Diagramm 8:  Graphische Darstellung der Bindungstyp-Bestimmung:
Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des
Kernpolysaccharids
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2.2.7.3 Bindungstypanalyse des Uberstands der Partialhydrolyse

Zucker Uberstand [mol%]
1-Ara (f) 24,6
1-Rham (p) 3,8
1-Ara (p) 13,2
1,3-Ara (f) 47
1,2-Rham (p) 2,8
1,5-Ara (p) 9,0
1-Gluc (p) 3,2
1-Gal (p) 3,7
1,3-Gluc (p) 6,3
1,3-Gal (p) 9,0
1,4-Gal (p) 1,1
1,6-Gal (p) 8,8
1,3,6-Gal (p) 8,1

Tab.22: Bindungstyp-Bestimmung: )
Anteil verschiedener PMAAs in mol% an der Zusammensetzung des Uberstands

Uberstand [mol%]

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

1-Ara (f) |
1-Rham (p)
1-Ara (p)
1,3-Ara (f)
1,2-Rham (p)
1,5-Ara (p)
1-Gluc (p)
1-Gal (p)
1,3-Gluc (p)
(

(

(

(

1,3-Gal (p)

1,4-Gal (p)

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

L H|L

Diagramm 9:  Graphische Darstellung der Bindungstyp-Bestimmung: )
Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des Uberstands
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2.2.7.4 Bindungstypanalyse des Uronsaure-reduzierten AGP

Zucker UA-Reduktion [mol%]
1-Ara (f) 12,3
1-Rham (p) 2,7
1-Ara (p) 2,2
1,3-Ara (f) 2.8
1,2-Rham (p) 1,5
1,5-Ara (p) 4,3
1-Gluc (p) 8,0
1-Gal (p) 29
1,3-Gluc (p) 4,2
1,3-Gal (p) 15,0
1,4-Gal (p) 55
1,6-Gal (p) 11,0
1,3,6-Gal (p) 26,0

Tab.23: Bindungstyp-Bestimmung:

Anteil verschiedener PMAAs in mol% an der Zusammensetzung des UA-reduzierten AGP

0,0 50

UA-Reduktion

10,0 15,0

[mol%]

20,0 25,0

30,0

1-Ara (f)
1-Rham (p)
1-Ara (p)
1,3-Ara (f)
1,2-Rham (p)
1,5-Ara (p)
1-Gluc (p)
1-Gal (p)
1,3-Gluc (p)
1,3-Gal (p)
1,4-Gal (p)
1,6-Gal (p)
1,3,6-Gal (p)

Diagramm 10: Graphische Darstellung der Bindungstyp-Bestimmung:

Anteil verschiedener PMAAs in mol % an der Zusammensetzung des UA-reduzierten AGP
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2.2.7.5 Erkenntnisse aus der Bindungstypanalyse

Betrachtet wurde die Addition der einzelnen Monosaccharide zu Zucker-Fraktionen und
deren Veranderung durch verschiedene degradative Behandlungen des AGP. Des
Weiteren waren die Auswirkungen auf die Zusammensetzung der einzelnen Zucker-

Fraktionen von Interesse.

Kernpolysaccharid nach Partial-Hydrolyse (Oxalsaurehydrolyse)

Tabelle 24 zeigt die Addition der PMAAs (mol %) fur das durch Partial-Hydrolyse
(Oxalsaurehydrolyse) gewonnene Kernpolysaccharid (Core). Beim Core zeigt die
Galaktose einen prozentualen Anstieg, wahrend die Arabinose deutlich abfallt. Daneben

sinken auch die prozentualen Anteile an Rhamnose und Glukose.

Zucker Core AGP
Rhamnose 2,4 4,8
Arabinose 9,6 24,0

Glukose 6,0 9,7
Galaktose 79,9 59,8

Tab.24: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Core — AGP
Addition der einzelnen PMAAs zu Zucker-Fraktionen in mol %

Durch den Vergleich von Arabinose- bzw. Galaktose-Monomeren untereinander, werden

die Veranderungen innerhalb dieser Fraktionen deutlicher (Tab. 25 und 26).
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Arabinosen Core AGP Differenz
1-Ara (f) 67,1 50,3 +16,8
1-Ara (p) 15,8 9,2 +6,6

1,3-Ara (f) 17,2 12,9 +4,3
1,5-Ara (f) 0,0 27,7 27,7

Tab.25: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Core — AGP
Anteile einzelner Arabinose-Bausteine an der Gesamt-Arabinose in mol %

Sowohl 1-Arabinose furanosidisch (f), als auch 1-Arabinose pyranosidisch (p) steigen an,
gleichzeitig sinkt der Anteil an 1,5-Arabinose stark ab. Der prozentuale Abfall der 1,5-
Arabinose lasst darauf schliel3en, dass hier entweder terminale Zucker im AGP verknUpft
sind oder aber dass diese Bindung oxalsaurelabil ist und die
1,5-Arabinose in den Uberstand der EtOH 80 %-Fallung tbergeht.

Galaktosen Core AGP Differenz
1-Gal (p) 13,6 6,7 +6,9
1,3-Gal (p) 33,6 31,8 +1,8
1,4-Gal (p) 2,9 4,8 -1,9
1,6-Gal (p) 22,4 17,5 +4,9
1,3,6-Gal (p) 27,5 39,2 -11,7

Tab.26: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Core — AGP
Anteile einzelner Galaktose-Bausteine an der Gesamt-Galaktose in mol %

Innerhalb der Galaktose-Fraktion ist der Abfall der 1,3,6-Galaktose besonders auffallig.

AuRerdem sinkt der Gehalt an 1,4-Galaktose. Den groften Anstieg verzeichnet die
1-Galaktose.
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Uberstand nach Partialhydrolyse (Oxalsiurehydrolyse)

Tabelle 27 zeigt die Addition der PMAAs (mol %) fur den durch Oxalsaurehydrolyse und
EtOH 80 %-Fallung gewonnenen Uberstand. Der Anstieg der Arabinose zeigt, dass
arabinosidische Bindungen durch die Oxalsaurehydrolyse gespalten werden. Die

Galaktose nimmt im Uberstand stark ab.

Zucker Uberstand AGP
Rhamnose 6,6 4,8
Arabinose 51,5 24,0

Glukose 9,5 9,7
Galaktose 30,7 59,8

Tab.27: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Uberstand - AGP
Addition der einzelnen PMAAs zu Zucker-Fraktionen in mol%

Auch im Fall des Uberstands wurden die einzelnen Fraktionen untereinander verglichen:

Arabinosen Uberstand AGP Differenz
1-Ara (f) 49,1 50,3 1,2
1-Ara (p) 26,3 9.2 +17,1

1,3-Ara (f) 8,5 12,9 4.4
1,5-Ara (f) 16,1 27,7 -11,6

Tab.28: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Uberstand — AGP
Anteile einzelner Arabinose-Bausteine an der Gesamt-Arabinose in mol %

Zu beachten ist der Anstieg der terminalen pyranosidischen Arabinose, wahrend die

furanosidische Arabinose nahezu unverandert bleibt. Auch hier ist wiederum eine

Abnahme an 1,5-Arabinose zu beobachten.
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Galaktosen Uberstand AGP Differenz
1-Gal (p) 13,4 6,7 +6,7
1,3-Gal (p) 29,7 31,8 -2,1
1,4-Gal (p) 3,5 4,8 -1,3
1,6-Gal (p) 28,9 17,5 +11,4
1,3,6-Gal (p) 245 39,2 -14,7

Tab.29: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich Uberstand — AGP
Anteile einzelner Galaktose-Bausteine an der Gesamt-Galaktose in mol %

Der Vergleich der Galaktosen untereinander zeigt den Abfall an 1,3,6-Galaktose und den
Anstieg von 1,6-Galaktose. Die Anteile an 1,3-Galaktose und 1,4-Galaktose bleiben

dagegen nahezu unverandert.

AGP nach Uronsaurereduktion

Im Gegensatz zur Auswertung innerhalb des Kapitels Uronsaurebestimmung nach
Taylor und Conrad, setzt sich der Gesamtwert der Glukose-Fraktion aus
1-Glukose und 1,3-Glukose zusammen. Da die 1,3-Glukose in der UA-Reduktion

abnimmt, resultiert daraus ein geringerer prozentualer Anstieg der Gesamt-Glukose.

Zucker UA-Reduktion AGP
Rhamnose 4,3 4,8
Arabinose 21,6 24,0

Glukose 12,2 9,7
Galaktose 60,5 59,8

Tab.30: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich UA-Reduktion - AGP
Addition der einzelnen PMAAs zu Zucker-Fraktionen in mol %
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Die Tabellen 31 und 32 zeigen die Veranderung in der Zusammensetzung der Arabinose-
und Galaktose-Fraktionen.

Arabinosen UA-Reduktion AGP Differenz
1-Ara (f) 58,9 50,3 +8,6
1-Ara (p) 10,5 9,2 +1,3

1,3-Ara (f) 12,0 12,9 -0,9
1,5-Ara (f) 18,6 27,7 -9,1

Tab.31: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich UA-Reduktion — AGP
Anteile einzelner Arabinose-Bausteine an der Gesamt-Arabinose in mol %

Zu beobachten ist ein Anstieg der 1-Ara (f), wahrend, wie auch in den anderen
Spaltprodukten, die 1,5-Arabinose abnimmt. Die Verhaltnisse von 1-Arabinose (p) und

1,3-Arabinose verandern sich nur unwesentlich.

Galaktosen UA-Reduktion AGP Differenz
1-Gal (p) 54 6,7 -1,3
1,3-Gal (p) 25,6 31,8 -6,2
1,4-Gal (p) 9,3 4,8 +4,5
1,6-Gal (p) 18,8 17,5 +1,3
1,3,6-Gal (p) 40,8 39,2 +1,6

Tab.32: Bindungstyp-Bestimmung: Vergleich UA-Reduktion — AGP
Anteile einzelner Galaktose-Bausteine an der Gesamt-Galaktose in mol %

Die Veranderungen innerhalb der Galaktose-Fraktionen zeigen einen Anstieg der 1,4-
Galaktose, welche durch Analyse der Massenspekiren (Kap. Uronsaurebestimmung

nach Taylor und Conrad) als Neutralzucker identifiziert wurde.
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Zusammenfassend lassen  sich  folgende  Schlussfolgerungen aus  den

Methylierungsanalysen ziehen:

1.

Die Hauptmonosaccharide des aus Rudbeckia hirta isolierten AGPs sind
Arabinose und Galaktose. Daneben kommen geringe Mengen Rhamnose,

Glukose und Glukuronséaure vor.

Im Kernpolysaccharid dominiert als Verzweigung 1,3,6-Galaktose. Daneben finden

sich 1,3-Galaktose und weniger 1,6-Galaktose.

Im Uberstand der Oxalsaurehydrolyse lassen sich sowohl furanosidische, als auch
pyranosidische terminale Arabinosen identifizieren, wobei das Verhaltnis Ara (f) zu
Ara (p) 2 zu 1 betragt. Des Weiteren kommen endstandige Glukose und

Rhamnose vor.

Die Seitenketten setzen sich aus 1,5-Arabinose, 1,3-Galaktose, 1,6-Galaktose und
1,3,6-Galaktose zusammen. Das Kernpolysaccharid besteht aus 1,3,6-Galaktose,
1,3-Galaktose und 1,6-Galaktose, wahrend keine 1,5-Arabinose gefunden werden

konnte.

Der Glukose-Peak im MS-Spektrum zeigt eindeutig Deuterierung, so dass es sich
hier urspringlich um Glukuronsaure gehandelt haben muss. Gleichzeitig zeigt sich
ein Anstieg an 1,4-Galaktose, wobei gezeigt werden konnte, dass es sich hierbei
um keine Uronsaure handelt. Zu vermuten ist, dass hier die Verknupfungsstelle mit

der 1-Glukuronsaure ist.
Das Verhaltnis von terminalen Endgruppen zu Verzweigungspunkten betragt im

AGP ungefahr 1:3. Dieses Verhaltnis lasst auf ein hochverzweigtes Polysaccharid

schlielen.
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2.2.8 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie (Kernresonanzspektroskopie) liefert wichtige Hinweise bei der
Strukturaufklarung von niedermolekularen Polysacchariden. Die Zuordnung der Signale
beim AGP, einem komplexen, hochmolekularem Polysaccharid ist aufgrund der vielen
Signale bevorzugt im Bereich der anomeren C-Atome mdglich, da die Elektronendichte
hier niedriger ist. Hauptsachlich werden Informationen Uber die Konfiguration (a, ) der
glykosidischen Bindungsatome gewonnen. Ferner lassen sich bedingt Aussagen Uber
Bindungstypen sowie mogliche Substituenten machen. Da die Loslichkeit des AGP nicht
ausreichend hoch war, um gro3ere Mengen zu vermessen, weisen die aufgenommenen
Spektren ein hohes Grundrauschen auf. Eine quantitative Auswertung war daher nicht

maglich.

2281 "BC-NMR

108.7422

103.1431
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——60.7844
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Spektrum 3: "*C-NMR Spektrum des AGP aus Rudbeckia hirta
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5 (ppm) (AGP) C-Atom Zuckerkomponente
108,74 Cq a-L-Ara(f)
103,14 Cq 1,3-B-D-Gal(p), 1,6-B-D-Gal(p), 1,3,6-3-D-Gal(p)
83,38 Cq4 a-L-Ara(f)
81,11 Cy 1,3-a-L-Ara(f), 1,5-a-L-Ara(f)
oder Cs 1,3-a-L-Ara(f)
80,84 C, a-L-Ara(f)
oder Cs 1,3-B-D-Gal(p), 1,3,6-B-D-Gal(p)
79,10 C, 1,5-a-L-Ara(f)
76,10 Cs a-L-Ara(f), 1,5-a-L-Ara(f)
74,43 Cs 1,3-B-D-Gal(p)
73,02 Cs 1,6-B-D-Gal(p), 1,3,6-B-D-Gal(p)
72,31 Cs 1,6-B-D-Gal(p)
70,90 C, 1,6-B-D-Gal(p)
70,26 C, 1,3-B-D-Gal(p)
69,39 C, 1,3,6-B-D-Gal(p)
67,95 Cy4 1,3-B-D-Gal(p), 1,6-B-D-Gal(p), 1,3,6-3-D-Gal(p)
60,78 Cs a-L-Ara(f), 1,3-a-L-Ara(f)
59,63 Cs B-D-Gal(p), 1,3-B-D-Gal(p)

Tab.33: Chemische Verschiebung im "*C-NMR Spektrum und Zuordnung zu C-Atomen der einzelnen
Bausteine des AGPs aus Rudbeckia hirta

Die chemischen Verschiebungen beim AGP wurden mit verschiedenen Literaturdaten
verglichen [100, 101, 102, 103, 104]. Die Methode M BC-NMR findet sich im

Experimentellen Teil.
2282 'H-NMR

Aufgrund der oben beschriebenen Probleme, geeignete Mengen AGP fur die NMR-
Analyse zu lésen (M 'H-NMR), ist eine eindeutige Zuordnung der chemischen
Verschiebungen schwierig. Ein weiteres Problem liegt in der oftmals widersprichlichen
Literatur, in welcher sich unterschiedliche Angaben zur Zuordnung finden. Eine
prinzipielle Zuordnung der chemischen Verschiebung der Protonen vom hohen zum tiefen
Feld zeigt Abbildung 33:
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H;an == Ha = Hju T—= Hn
He & Hig =™ Hes =™ Hee = Ha

Abb.33: chemische Verschiebung der H-Atome vom hohen zum tiefen Feld.
A = Arabinose; G = Galaktose
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Spektrum 4: "H-NMR Spektrum des AGPs aus Rudbeckia hirta

Zuckerkomponente H-Atom 5 (ppm) mégliche Verkniipfung

a-L-Ara (f) H4 5,25 1-Ara (f)

a-L-Ara (f) Hi 5,09 1,5-Ara (f)
R-D-GIcA (p) H4 5,00 1-GIcA (p)

R-D-Gal (p) H4 4,55 - 4,47 1-Gal (p); 1,3-Gal (p); 1,6-Gal (p); 1,3,6-Gal (p)
a-L-Ara (f) H, 4,22 1-Ara (f); 1,5-Ara (f)

R-D-Gal (p) H, 4,14-413 1,3,6-Gal (p)

R-D-Gal (p) He 3,94-3,93 1,6-Gal (p); 1,3,6-Gal (p)

R-D-Gal (p) Hs 3,82 1-Gal (p)

R-D-Gal (p) H, 3,52 1-Gal (p)

Tab.34: Chemische Verschiebung im "H-NMR Spektrum und Zuordnung zu H-Atomen der einzelnen
Bausteine des AGPs aus Rudbeckia hirta

Die Zuordnung der chemischen Verschiebungen zu Protonen verschiedener Zucker
erfolgte mit Hilfe von Literaturdaten [100, 101, 102, 103, 104].

-70 -



2. Ergebnisse

2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Gaschromatographische Bestimmung der Aminosauren

Die gaschromatographische Bestimmung der Aminosauren im AGP-Hydrolysat erfolgte
mit Hilfe des Aminosaureanalyse-Kits EZ:faast der Firma Phenomenex. AGP aus der
Yariv-Fallung 1 wurde 23 Stunden bei 110 °C in 6 n HCI hydrolysiert. Nach weiteren
Aufreinigungsschritten und Derivatisierung der Aminosauren wurde die Probe
gaschromatographisch analysiert (M GC-2). Chromatogramm 6 zeigt die qualitative

Auswertung der Aminosaurezusammensetzung des Proteinanteils.
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Chrom.6: Gaschromatogramm der derivatisierten Aminosauren aus dem AGP von Rudbeckia hirta

Aufgrund nicht reproduzierbarer Korrekturfaktoren flr den inneren Standard Norvalin (I1S)
war eine Quantifizierung der Aminosauren nicht mdglich. Des Weiteren erbrachte auch
eine Kalibrierung Uber eine im Kit enthaltene Standardlésung keine auswertbaren
Ergebnisse. Tabelle 35 zeigt welche Aminosauren qualitativ nachgewiesen werden
konnten, wobei die Identifizierung des fur AGPs charakteristischen Hydroxyprolin

besonders erwahnenswert ist:

Aminosauren im Proteinanteil des AGP aus Rudbeckia hirta

1. Alanin 5. Histidin 9. Methionin 13. Threonin

2. Asparaginsaure 6. Isoleucin 10. Phenylalanin 14. Tyrosin

3. Glutaminsaure 7. Leucin 11. Prolin 15. Valin

4. Glycin 8. Lysin 12. Serin 16. 4-Hydroxyprolin

Tab.35: Qualitativ nachgewiesene Aminosauren aus dem AGP von Rudbeckia hirta
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2.3.2 HPLC Bestimmung der Aminosauren

Die quantitative Bestimmung der Aminosauren erfolgte mit Hilfe der HPLC und einer
Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin (M HPLC-2). Tabelle 36 zeigt die prozentuale
Zusammensetzung (m/m %) des Proteinanteils im AGP aus Rudbeckia hirta bezogen auf

die Gesamtmasse Protein.

Prozentgehalt (m/m) am

Aminoséure Proteinanteil des AGP

Mengenanteil (mg/g)

Asparaginsaure 4.0 6,2
Threonin 54 8,4
Serin 71 11,0
Glycin 49 7,6
Glutaminsaure 7,6 11,8
Alanin 4.8 7,5
Valin 2,1 3,3
Cystin - -
Methionin 4,2 6,5
Isoleucin 1,5 2,3
Leucin 2,4 3,7
Norleucin Interner Standard Interner Standard
Tyrosin 0,8 1,2
Phenylalanin 1,4 2,2
Histidin 0,6 0,9
Lysin 1,3 2,0
Arginin 0,9 1,4
Hydroxyprolin 7,0 10,9
Prolin 8,4 13,0
Gesamt 64,4 mg/g -> 6,44 % (m/m)

Tab.36: Quantitative Zusammensetzung des Proteinanteils im AGP aus Rudbeckia hirta in % (m/m)

Hydroxyprolin, Prolin, Serin und Glutaminsaure sind mengenmafRig am starksten
vertreten, wahrend Cystin nicht nachgewiesen werden konnte. Bezogen auf das
Gesamtpolymer AGP wurde fur Hydroxyprolin ein Wert von 0,7 % (m/m) ermittelt. Aus
den Werten ergibt sich ein Proteinanteil des AGP von 6,44 % (m/m).
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2.3.3 Hydroxyprolin Bestimmung

AGPs gehoren zur Gruppe der Hydroxyproline-Rich Glycoprotein Super Family [HRGPs].
Aus diesem Grund ist die Ermittlung des Gehalts an Hydroxyprolin von besonderer
Bedeutung. Neben der HPLC Bestimmung aller Aminosauren wurde der Gehalt an
Hydroxyprolin zusatzlich separat mit Hilfe einer weiteren photometrischen Methode
bestimmt (M Hydroxyprolin). Dabei wird Hydroxyprolin mit einem Oxidationsreagenz zu
einem farbigem Produkt umgesetzt. Fir das AGP ergab sich ein Gehalt von 0,71 %
Hydroxyprolin. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine Kalibriergerade mit einem

Korrelationskoeffizienten von 0,9996.

Kalibriergerade HyPro-Bestimmung
R®=0,9996

06
0,5 - /
04 -

0,3 1

Abs 558 nm

0,2

0,1 1

0,0 T T T

Konz. [pg]

Diagramm 11: Kalibriergerade der Hydroxyprolin-Bestimmung
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2.4 Molekulargewichtsbestimmung

2.4.1 Gelpermeationschromatographie (GPC):

Molekulargewichtsbestimmung uiber eine Pullulan-Kalibriergerade

Durch GPC werden Polysaccharide bezuglich ihrer Molekulgrofle getrennt.
(M GPC). Da hochmolekulare Polysaccharide aufgrund ihrer Grolke schlechter in die
Poren des Trenngels hineindiffundieren koénnen, eluieren hochmolekulare vor
niedermolekularen Polysacchariden. Die duale Detektion mit einem RI-Detektor und
einem Multi-Angle-Laser-Light-Scattering-Detektor (MALLS) ermdoglichte die Bestimmung
des hydrodynamischen Volumens (HV) sowie des absoluten Molekulargewichts (MW).
Das hydrodynamische Volumen (HV) hangt stark von Konformation und Ladung des
Polymers ab. Voraussetzung fur eine optimale Trennung sind Gelmaterialien mit einem
idealen Trennbereich sowohl fir die Kalibrierung als auch fir die Probe. Es wurde eine
Sephacryl S-400 HR-Saule eingesetzt, die einen Trennbereich von 20.000-8.000.00 Da
fur globulare Molekule und 10.000-2.000.000 Da fur Dextrane aufweist. Zur Kalibrierung
wurden Pullulane (Polymaltotriose aus Aureobasidium pullulans) mit einem
Molekulargewicht im Bereich von 12.200 bis 853.000 verwendet. Elutionsvolumen der

Pullulane, sowie des AGP sind in Tabelle 37 dargestellt.

Pullulane nominelles MW Elutionsvolumen
P10 12.200 118,8
P20 23.700 110,3
P100 100.000 94,0
P200 186.000 81,6
P400 380.000 74,4
P800 853.000 62,4
AGP berechnetes MW Elutionsvolumen
Peak1 2.479.256 48,7
Peak2 202.915 82,1
Peak3 14.607 17,1

Tab.37: Elutionsvolumina und dazugehérige Molekulargewichte verschiedener Pullulan-Standards sowie
der aus Rudbeckia hirta isolierten AGPs
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Molekulargewichtsbestimmung AGP

e Pullulane o AGP — Regressionsgerade
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Diagramm 12: Kalibriergerade der Sephacryl S-400 HR Saule mit Pullulan-Standards

Peak 2 und 3, die bei der Analyse des AGP aus der Yariv-Fallung 5 auftraten, lagen auf
der Kalibriergeraden und ergaben Molekulargewichte von 202.915 Da und 14.607 Da.
Peak 1 markiert mit 2.479.256 Da ein Molekulargewicht, das aulierhalb des kalibrierten
Bereichs lag. Daher wurde das Molekulargewicht dieses Peak 1 Uber eine Extrapolation
der Kalibriergeraden ermittelt. Der Korrelationskoeffizient der Kalibriergeraden betrug
0,9956. Eine Bestimmung des Molekulargewichts mittels Berechung des MALLS-
Detektors ergab im Durchschnitt Werte von 4*10® Da, 1*10° Da und 8*10* Da fiir Peak
1,2 und 3. Die Werte zeigen, dass eine Trennung von hochmolekularen Polysacchariden
mit der GPC schwierig ist, da AGPs ein polydisperses Molekulargewicht aufweisen und

kein distinktes wie z.B. Proteine [73].
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2.5 Verdauung

2.5.1 Verdauungsmodell

Um eine potentielle immunstimulierenden Wirkung der AGPs bei oraler Applikation zu
erforschen, ist es bedeutsam zu wissen, ob und in welchem Mal} die Verdauungsenzyme
des Menschen AGPs angreifen konnen. Ein solcher Angriff ware zumindest auf den
Proteinteil zu erwarten. Die hier verwendete qualitative und quantitative
Zusammensetzung der Verdauungssafte bezieht sich auf den DIN Entwurf 19738
(,Bodenbeschaffenheit - Resorptionsverfligbarkeit von organischem und anorganischem
Schadstoffen aus kontaminiertem Bodenmaterial®) aus dem Mai 2000 und ist in den
Tabellen 38-40 aufgefuhrt (M GIT). Die Auswirkungen der kunstlichen Verdauungssafte
wurden sowohl mit Hilfe von Geldiffusionstests, sowie mit einem elektrophoretischen
Verfahren (SDS-PAGE) bestimmt. Degradative Veranderungen des AGP sollten sich
darin zeigen, dass die Fahigkeit zur Reaktion mit dem Yariv-Reagenz verloren geht, bzw.
abgeschwacht wird (vgl. Kap. 2.2.7 Diffusionstest des AGP sowie partieller
Abbauprodukte). Die Auswirkungen der verwendeten Enzyme auf die jeweiligen
Substrate sind in den Tabellen 45-50 aufgeflihrt. Zusatzlich zu den in der DIN-Vorschrift
aufgefihrten Enzymen wurden Versuche mit Subtilisin durchgefuhrt, einer Protein-
Hydrolase mit hoher Spezifitdt zu Peptid-Bindungen. Validiert wurde das
Verdauungsmodell mittels SDS-PAGE, wobei bovines Albumin als Testsubstrat

verwendet wurde.

-76 -



2. Ergebnisse

Zusammensetzung kunstlicher Verdauungssafte:

Speichel pro 100 ml [mg]
NaCl 100
NaSCN 3000
Na,SO4 3000
NaHCO; 100
KCl 150
KH,PO4 200
CaCl; 50
Mucin 75
a-Amylase 25
Harnstoff 10
Harnséure 1
Magen pro 100 ml [mg]
NaCl 290
KCI 70
KH,PO4 27
HCI nach Bedarf bis pH 1
Pepsin 100
Mucin 300
Darm pro 100 ml [mg]
KCl 30
CaCl, 50
MgCl, 20
NaHCO; 100
Trypsin 30
Pankreatin 900
Galle (lyoph.) 900
Harnstoff 30

Tab.38-40: Zusammensetzung der kiinstlichen Verdauungsséfte nach DIN Entwurf 19738
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Enzym Einteilung Substratspeziftat
Pankreatin verschiedene Enzyme
Trypsin Hydrolase : spaltet an Peptidbindungen : bevorzugt Ser|, Ala |,
Serin Endopeptidase Lys |
a-Amlyase Glykosidase : hydrolysiert O-Glykoside Starke, Glykogen

spaltet 1,4-glykosidische Bindungen

Hydrolase : spaltet Peptidbindungen : bevorzugt hydrophobe und

Pepsin A . . aromatische Reste in P1 und
Aspartische Endopeptidase P1° Position
Subtilisin Hydrolase : aktiv an Peptidbindungen : Protein Hydrolase mit hoher
Serin Endopeptidase Spezifitat zu Peptid-Bindungen

Tab.41: Substratspezifitat und Einteilung der am Verdauungstest beteiligten Enzyme

Zur Konzentrationsfindung der Proben wurden verschiedene Geldiffusionstests mit dem
gunstig zu beschaffendem AGP aus Gummi arabicum durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass
eine Endkonzentration von 1 mg/ml AGP eine ausreichende Prazipitationsbandenbildung
mit Yariv-Reagenz nach sich zog. Diese Ergebnisse wurden mit dem AGP aus
Rudbeckia hirta (R.h.) bestatigt. Die gewilnschte Endkonzentration lie® sich durch
Mischen von 100 pl AGP (R.h.) 10 mg/ml mit 900 pl Verdauungssaft erreichen. (M GIT).
Inkubationszeiten, Temperatur und pH-Werte sind in Tabelle 42 aufgefuhrt:

Inkubationszeit [min.] pH-Wert Temperatur
Speichel 15 7.4 37°C
Magen 30 1 37°C
Darm 60 8,5 37°C
Subtilisin 15 7 37°C

Tab.42: Parameter der AGP-Verdauung (Zeit, pH-Wert, Temperatur)
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2.5.2 Validierung

Die Validierung des Testsystems wurde in 2zwei Schritten durchgefihrt
(M Val-Protein und M Val-Amylase). Zum einen sollte die Fahigkeit des Systems
gezeigt werden, Proteine zu verdauen und zum anderen, Kohlenhydrate zu spalten. Die
Proteinzersetzung konnte mit Hilfe von bovinem Albumin mittels SDS-PAGE
(M SDS1) gezeigt werden. Tabelle 43 zeigt den Probenauftrag der SDS-PAGE:

Bahn Probe Konzentration
1 Standard
2 Albumin 1 mg/mi
3 Albumin + Speichel 1 mg/mi
4 Albumin + Magensaft 1 mg/mi
5 Albumin + Darmsaft 1 mg/mi
6 Standard

Tab.43: Probenauftrag und Konzentration zur Validierung der Proteinverdauung nach DIN 19738

Als Standards wurden Substanzen mit unterschiedlichen Molekulargewichten verwendet.
Die verschiedenen Standardsubstanzen (SDS Stand1) sind in Tabelle 44 gezeigt:

Standard Molekulargewicht

Myosin, Rind 245 kD
R-Galaktosidase, rek.E.coli 123 kD
Serumalbumin Rind 77 kD
Ovalalbumin 42 kD
Carbonic Anhydrase 30 kD
Trypsin Inhibitor, Soja 25,4 kD
Lysozym, Huhn 17 kD

Tab.44: Proteinstandards zur Validierung der Proteinverdauung nach DIN 19738
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In Abbildung 34 ist das Ergebnis der SDS-PAGE dargestellt. Im Bereich zwischen
77 KD und 42 kD sind in der Bahn 2 und 3 deutlich die Banden des Test-Albumins zu
erkennen. Diese Bande fehlt in den Bahnen 4 und 5. In der Bahn 5 zeigten sich zwei
weitere Banden, die durch weitere Versuche als Darmenzyme identifiziert werden
konnten. Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass sowohl die der kunstlichen
Magenflussigkeit als auch dem kunstlichen Darmsaft zugesetzten Enzyme in der Lage
sind, Proteine zu verdauen. In der Bahn des Test-Albumins zeigten sich im Bereich
zwischen der Probentasche und 123 kD deutlich Banden, welche mdglicherweise auf

Aggregatbildung einzelner Albumin-Molekule zurtckzufuhren sein kdnnten.

Abb.34: SDS-PAGE (Coomassie-Blau Farbung) zur Validierung der Proteinverdauung nach DIN 19738
Legend siehe Tabelle 42
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Die a-Amylase Aktivitat (Spaltung der a-1,4-glykosidischen Bindungen) wurde durch die
photometrische (600 nm) Bestimmung der Farbung von I8slicher Starke mit
lod/ Kaliumiodid bestimmt (M Val-Amylase). Durch a-Amylase wird die Starke abgebaut,
so dass keine Einlagerung des Jods in die Helix mdglich ist und somit niedrige

Absorptionswerte gemessen werden. Diagramm 13 zeigt die photometrische Auswertung.

Absorption von Starke nach Farbung
mit lod/Kaliumiodid

0,60

0,50 - f/-/\/‘l
0,40

£ .
<
S
S 0,30
n
-]
< 0,20 1
0,10 1
0,00 —= = L= e
0,00 0,05 0,10 1,12 1,60 2,00

Starke Konzentration [%]

—a— Starke + lod/Kl
—=— Starke + Amylase + lod/KI

Diagramm 13: Absorption von Starke-Jod-Komplexen mit und ohne vorherige a-Amylase Behandlung

Wahrend Der Starke/lod-Komplex Uber einen breiten Konzentrationsbereich (0,05-2 %)
Absorptionswerte von deutlich Uber 0,4 zeigt, erreichen die Werte nach Vorbehandlung

mit a-Amylase maximal eine Absorption von 0,01.
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Durch verschiedene Vorversuche sollte ausgeschlossen werden, dass Bestandteile der
kinstlichen Verdauungssafte mit dem Yariv-Reagenz reagieren und damit falsch positive
Ergebnisse erhalten werden. Um ferner auszuschliel3en, dass das Enzym Subtilisin eine
Prazipitationsbande im Diffusionstest mit Yariv-Reagenz bildet, wurde es mit in die
Vorversuche einbezogen. Tabelle 45 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser
Vorversuche (M Diff). Zur Positiv-Kontrolle wurde AGP (1 mg/ml) verwendet. Die
Versuchsbedingungen unterschieden sich hinsichtlich Temperatur, pH-Wert und

Inkubationszeit nicht von denen in der Methode M GIT angegebenen Werten.

Probe Reaktion mit Yariv-Reagenz

Speichel ohne Enzyme -
Magensaft ohne Enzyme -
Darmsaft ohne Enzyme -

AGP 1 mg/ml +

Speichel  + Enzyme -
Magensaft  + Enzyme -
Darmsaft  + Enzyme -

AGP 1 mg/ml +

Tab.45: Ergebnisse Teil 1 der Vorversuche zum Verdauungstest

Probe Reaktion mit Yariv-Reagenz

Subtilisin 0,1 mg/ml -
Subtilisin 1 mg/ml -
Subtilisin 10 mg/ml -

AGP 1 mg/ml +

Tab.46: Ergebnisse Teil 2 der Vorversuche zum Verdauungstest

Die Ergebnisse zeigen, dass weder die kunstlichen Verdauungssafte noch das Enzym

Subtilisin mit dem Yariv-Reagenz reagieren.
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2.5.3 Geldiffusionstest

Getestet wurden die in den Tabellen 47-50 angegebenen Proben. Die Abbildungen 35-37
zeigen die Ergebnisse der Geldiffusionstests. Prinzipiell wurden die in der Methode
M GIT beschriebenen Parameter verwendet, Abweichungen davon sind in den Tabellen
beschrieben. Alle Proben diffundierten gegen eine Yariv-Losung in der Konzentration

1 mg/ml.
Probe nach Inkubation mit Reaktion mit Yariv-Reagenz
1. AGP aus Gummi arabicum Speichel +
2. AGP aus Gummi arabicum Magensaft +
3. AGP aus Gummi arabicum Darmsaft +
4. AGP aus Gummi arabicum dem. Wasser +

Tab.47: Ergebnisse des Verdauungstest des AGP aus Gummi arabicum mit kiinstlichen
Verdauungssaften

Abb.35: Geldiffusionstest AGP aus Gummi arabicum mit kiinstlichen Verdauungssaften
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Probe nach Inkubation mit Reaktion mit Yariv-Reagenz
1. AGP aus Rudbeckia hirta Speichel +
2. AGP aus Rudbeckia hirta Magensaft +
3. AGP aus Rudbeckia hirta Darmsaft +
4. AGP aus Rudbeckia hirta dem. Wasser +

Tab.48: Ergebnisse des Verdauungstest des AGP aus Rudbeckia hirta mit kiinstlichen
Verdauungssaften

Abb.36: Geldiffusionstest AGP aus Rudbeckia hirta mit kiinstlichen Verdauungssaften
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Probe nach Inkubation mit Reaktion mit Yariv-Reagenz
1. AGP aus Rudbeckia hirta dem. Wasser +
2. AGP aus Rudbeckia hirta Subtilisin 1 mg/ml +

3. Subtilisin - -

4. Subtilisin + Albumin - -

Tab.49: Ergebnisse des Verdauungstest des AGP aus Rudbeckia hirta und Albumin mit Subtilisin

Abb.37: Geldiffusionstest AGP aus Rudbeckia hirta und Albumin mit Subtilisin

Die Versuche zeigen, dass weder die kinstlichen Verdauungssafte Speichel, Magen und
Darm noch die Protease Subitilisin die strukturellen Voraussetzungen fur die Reaktion des
AGPs mit Yariv-Reagenz zerstoren.
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2.5.4 SDS-PAGE

2.5.41 Proteinfarbung mit Coomassie-Blau

Parallel zu den Geldiffusionstests wurden die Proben mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch untersucht. Tabelle 50 gibt das Schema des Probenauftrags wieder.
Die Anfarbung der Proteine erfolgte mit Coomassie-Blau. In diesem Fall wurde eine vom
SDS Stand1 abweichende Standardlésung verwendet, die sich unter SDS Stand2 im
.Experimentellen Teil* findet. Die Durchfuhrung der SDS-PAGE ist in der Methode
M SDS1 beschrieben.

Bahn Substanz Konzentration AGP od. Albumin

1 Standard-Lésung -

2 AGP 1 mg/ml
3 AGP + Speichel 1 mg/ml
4 AGP + Magensaft 1 mg/ml
5 AGP + Darmsaft 1 mg/ml
6 Albumin 1 mg/ml
7 Albumin + Speichel 1 mg/ml
8 Albumin + Magensaft 1 mg/ml
9 Albumin + Darmsaft -

10 Speichel -

11 Magensaft -

12 Darmsaft 1 mg/mli
13 Subtilisin 1 mg/mli
14 Subtilisin + AGP 1 mg/ml
15 Subtilisin + Albumin 1 mg/ml

Tab.50: SDS-PAGE Probenauftrag
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Abb.38: SDS-PAGE (Coomassie-Blau Farbung)
Legende siehe Tabelle 50

Abbildung 38 zeigt das angefarbte Gel nach elektrophoretischer Trennung der Proteine.
Die Bahnen 6, 7, 8 und 9 bestatigen die schon in dem Teil Validierung beschriebenen
Ergebnisse der Verdauung von bovinem Albumin. Deutlich zu erkennen ist in den
Bahnen 4, 8 und 11 die Bande des Pepsins. Die Bahnen 5, 9 und 12 enthalten das dem
kiinstlichen Darmsaft zugesetzte Enzym Trypsin. Bovines Albumin unverdaut findet sich
in den Bahnen 6 und 7. Das ohne Enzymbehandlung aufgetragene AGP in Bahn 2 zeigt
keine Bande. Ebenso ist auch in den Bahnen 3, 4 und 5 keine weitere Bandenbildung zu
erkennen. Die Protease Subtilisin (13) alleine zeigt ebenso wenig eine Bande, wie auch
Subtilisin in Kombination mit AGP (14) und Albumin (15).
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2.5.4.2 Farbung der Glykoproteine mit dem Yariv-Reagenz

Da eine Farbung der Glykoproteine mit Coomassie-Blau trotz Literaturbeschreibung [78]
nicht maoglich war, wurde versucht eine Farbung der AGPs mit Yariv-Reagenz zu
erreichen (M SDS2). Van Holst und Clarke [79] haben 1985 diese Art der Farbung von
AGPs in einer Crossed-Elektrophorese beschrieben. Das Gel wurde nach durchgefuhrter
Elektrophorese geteilt. Ein Teil, Bahn 1 bis 11 wurden in einem Bad aus Yariv-Reagenz in
einer Konzentration von 1 mg/ml in einer 0,15 %igen NaCl-Losung entwickelt, wahrend
der zweite Teil (Bahn 12-15) in Coomassie-Blau angefarbt wurde (M SDS1). Diese
Methode hat den Vorteil, den Proteinstandard besser detektieren zu kdnnen. AufRerdem
wurde in diesem Versuch ein weiteres AGP, isoliert aus Echinacea pallida, verwendet.
Die Konzentration der AGPs aus Rudbeckia hirta und Echinacea pallida wurde im zweiten
Teil um eine Zehnerpotenz héher gewahlt, um eine bessere Farbung der Proteine zu
erreichen. In Tabelle 51 sind die Proben mit ihren Konzentrationen und deren Zuordnung
zu den einzelnen Bahnen aufgeflhrt. AGP ohne Zusatz bezeichnet das aus Rudbeckia
hirta isolierte AGP. Die Proben in den Bahnen 2-5 und 12-15 wurden mit Inkubationsmix
vorbehandelt, wahrend die Proben in den Bahnen 6-11 ohne Inkubationsmix aufgetragen
wurden. Abbildung 39 zeigt die entwickelte SDS-PAGE nach Trennung und

unterschiedlicher Farbung. Als Standard wurde ebenfalls SDS Stand1 verwendet.
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Bahn Substanz Konzentration
1 - -
2 Standard
3 AGP Rudbeckia hirta 1 mg/ml
4 AGP Echinacea pallida 1 mg/ml
5 Standard
6 AGP Rudbeckia hirta 1 mg/mli
7 AGP + Speichel 1 mg/mli
8 AGP + Magensaft 1 mg/mli
9 AGP + Darmsaft 1 mg/mli
10 AGP Echinacea pallida 1 mg/mli
11 AGP Magensaft ohne Enzyme 1 mg/ml
12 Standard
13 AGP Echinacea pallida 10 mg/ml
14 AGP Rudbeckia hirta 10 mg/ml
15 Standard

Tab.51: SDS-PAGE Probenauftrag

H BHHOEHHNHEODEHRNERDRARBER

Abb.39: SDS-PAGE Yariv-Farbung (li.) und Coomassie-Blau Farbung (re.)
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Die SDS-PAGE zeigt die uUblichen Probleme bei der Farbung von Glykoproteinen. Es
kommt zu keiner prazisen Bandenbildung. In den Bahnen in denen aus
Rudbeckia hirta isoliertes AGP aufgetragen wurde, bilden sich so genannte
~>chmierbanden® aus, wobei dieses Phanomen starker ausgepragt zu sein scheint, wenn
das AGP mit kunstlichen Verdauungssaften behandelt wurde. Des Weiteren scheinen
AGPs in den Bahnen 3, 6, 7, 8 und 9 im Sammelgel zu verbleiben, was an einer
starkeren Farbung im Anfangsbereich des Trenngels zu erkennen ist. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass AGPs aus Rudbeckia hirta ein polydisperses Molekulargewicht
aufweisen und somit wahrscheinlich Uber einen breiten Molekulargewichtsbereich
streuen. Das aus Echinacea pallida isolierte AGP zeigt nur schwache ,Schmierbanden®
im Trenngel und eine schwachere Farbung im Sammelgel (Bahnen 4 und 10). Die
Vorbehandlung mit oder ohne Inkubationsmix scheint keine Auswirkungen auf die
Bandenbildung zu haben. In den Bahnen 13 und 14 =zeigt sich trotz der
Konzentrationserhdhung auf 10 mg/ml weder fir AGP aus Rudbeckia hirta, noch fur AGP

aus Echinacea pallida in der Anfarbung mit Coomassie-Blau eine Bande.
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2.6 Weitere Inhaltsstoffe

2.6.1 Analytik der lipophilen Fraktion mittels
Dunnschichtchromatographie (DC)

Die Extraktion der lipophilen Fraktion erfolgte nach der Methode M Iso-Lipo mit
n-Hexan als Extraktionsmittel in einer Soxhlet-Apparatur. Als Vergleichsdroge wurde
Echinacea purpurea gewahlt. Von beiden Pflanzen wurde oberirdisches Material
verwendet. Vorrangiges Ziel war die Isolierung von Alkamiden, fur die eine Beteiligung an
der immunmodulatorischen Wirkung diskutiert wird [100, 101, 102]. Im Vergleich
verschiedener Echinacea-Arten (Tab. 52) [68] zeigte sich, dass Dodeca-2E,4E,82,10Z-
tetraensaure-isobutylamid (Abb. 40), sowie dessen E-Isomer (Abb.40), die dominierenden
Substanzen darstellen. Daher wurde diesen beiden Alkamiden besondere Beachtung

geschenkt.

Dodeca-2E ,4E ,8Z,10Z/E -tetraensaure-isobutylamid (Alkamide 8/9) Gehalt:

Material E. atrorubens E. angustifolia E. pallida E. purpurea
Radix 0,104% 0,073% - 0,012%
Herba 0,013% 0,003% 0,005% 0,015%

Tab.52: Mittlerer Dodeca-2E,4E,82,10Z/E-tetraensaure-isobutylamidgehalt in getrockneter
Droge verschiedener Echinacea-Arten nach Dietz [64]

\/\_/\/\/\/MA(

(0]
/1:0\_/7\/5\/3\)J\ . 2 ¢
1277 7 SN—= AN X N
9 8 6 4 2 I
H 5

Abb.40: Alkamid 8 Dodeca-2E,4E,87,10E-tetraensaure-isobutylamid
Alkamid 9 Dodeca-2E,4E,87,10Z-tetraensaure-isobutylamid

-91 -



2. Ergebnisse

Als FlieBmittel wurde n-Hexan/Ethylacetat im Verhaltnis 2:1 verwendet (M DC-1). Die
Detektion erfolgte bei 254 nm (Chrom.7).

Front —
Ry
0,5 —
Start —
Ech.purp. Ech.purp. Rud. hirta Rud.hirta Rud. hirta
20 ul 30 ul 20 l 30 ul 40 pl

Chrom.7: Dinnschichtchromatogramm der Soxhlet-Extrakte von Ech. purp. und Rudbeckia hirta
Detektion bei 254nm

Das  Dunnschichtchromatogramm  zeigt  deutliche = Abweichungen in  der
Zusammensetzung der lipophilen Fraktion des Krauts von Echinacea purpurea und
Rudbeckia hirta.
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Eine zweite Detektion erfolgte mit Anisaldehyd/Schwefelsaure bei Tageslicht (Chrom.8):

Front —
Ry

Start —

Ech.purp. Ech.purp. Rud. hirta Rud.hirta Rud. hirta
20 yl 30 ul 20 yl 30 ul 40

Chrom.8: Diinnschichtchromatogramm der Soxhlet-Extrakte von Ech. purp. und Rudbeckia hirta
Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsaure

Das Muster der lipophilen Substanzen im Dunnschichtchromatogramm von Echinacea
purpurea und Rudbeckia hirta zeigt deutliche Unterschiede. Eine eindeutige Zuordnung
der Banden ist nicht moglich. An der Stelle des aus der Literatur bekannten
ReWertes 0,48 [70, 83], konnten keine Dodeca-2E,4E,8Z,10E/Z-tetraensaure-
isobutylamide (Alkamide 8/9) identifiziert werden. Moglicherweise entspricht die violette
Bande bei R; 0,37 im Chromatogramm von Echinacea purpurea den Hauptalkamiden 8/9,
allerdings konnten weder bei diesem R«Wert noch bei anderen Gemeinsamkeiten in den
lipophilen Extrakten der beiden Pflanzen gefunden werden. Es ist daher davon
auszugehen, dass sich die Zusammensetzung der lipophilen Fraktionen von Echinacea

purpurea und Rudbeckia hirta deutlich unterscheidet.
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2.6.2 Analytik der lipophilen Fraktion mittels HPLC

Neben der dinnschichtchromatographischen Untersuchung der Alkamide erfolgte deren
Bestimmung auch mit Hilfe der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC). Aus den
oberirdischen Teilen von Echinacea purpurea und Rudbeckia hirta wurden nach der
Methode M Iso-Lipo mit n-Hexan Soxhlet-Extrakte hergestellt. Die Trennung und
Detektion erfolgte nach der Methode M HPLC-2. Das Ergebnis der photometrischen
Bestimmung bei 254 nm zeigt Abb.41c.

Spectrum Index Plot
Retentionszeit 30,704 34,452

259,5
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\ |
a. // N \ |

0,22

o,z&rg UV 254nm

0,18

0,16-] ,‘
0,14 “
1l

0,12

AU

0,10 ‘
008 ||
\

0,0ﬁé \‘

0,047 || [

0,021 | [ 1]

’ :J \
0,00 o

[ T B B B B L O S S Sy By ey IR [ [ [ T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00
Minutes

Abb.41: a. Spektrum des Peaks bei t; 30,704 (s. c)
Spektrum des Peaks bei t; 34,452 (s. c)
C. HPLC-Chromatogramm des n-Hexan Soxhlet-Extrakts von

Echinacea purpurea Kraut
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Die Identifizierung der Peaks bei t. 30,704 min. und t. 34,452 erfolgte mit Hilfe eines
Photodiodenarray-Detektor (PDA). Die Abb. 41a und 41b zeigen die Absorptionsspektren
der Peaks. Im Vergleich des UV-Spektrums (t; 30,704 min) mit Literatur-Spektren [70, 83]
konnten eindeutige Ubereinstimmung gefunden werden. Es handelt sich bei den
Substanzen um die E/Z-isomeren Alkamide 8 und 9. Eine Trennung der Isomeren
Dodeca-2E,4E,87,10E/Z-tetraensaure-isobutylamide war nicht moglich. Der zweite Peak
bei einer Retentionszeit (t,) 34,5 min. zeigte keine Ubereinstimmung mit Spektren von
bekannten Alkamiden. Mit gleicher Methode (M HPLC-2) wurde der Soxhlet-Extrakt
oberirdischer Teile von Rudbeckia hirta untersucht. Das Ergebnis zeigt Abb.42b.
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Abb.42: a. UV-Spektren der gefundenen Bestandteile der lipophilen Fraktion aus Rudbeckia hirta Kraut
b. HPLC-Chromatogramm des n-Hexan Soxhlet-Extrakts von Rudbeckia hirta Kraut
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Bei der Retentionszeit der Hauptalkamide 8/9 (t, = 30,704) konnte kein Peak gefunden
werden. Zur Absicherung wurden die Spektren der Peaks im Bereich zwischen 27,7 min.
und 35,7 min. untersucht (Abb.42a). Auch hier konnten keine Ubereinstimmungen mit
Literaturdaten zu Spektren von Alkamiden gefunden werden. Nach diesen Ergebnissen
(DC und HPLC) konnten im oberirdischen Pflanzenmaterial von Rudbeckia hirta keine
Alkamide identifiziert werden. Zur vollstandigen Absicherung der Ergebnisse wurde eine

massenspektrometrische Auswertung mit der HPLC kombiniert.

2.6.3 Analytik der lipophilen Fraktion mittels HPLC-MS-Kopplung

Die Extraktion erfolgte nach der Methode M Iso-Lipo. Die Trennung der Substanzen
wurde wie in der HPLC-Methode M HPLC-MS beschrieben durchgefuhrt. Nach der
dunnschicht- und hochleistungsflissigchromatographischen Suche nach Alkamiden in
Rudbeckia hirta sollte die Abwesenheit dieser flr die immunmodulatorische Wirkung
diskutierten Substanzen durch eine massenspektrometrische Untersuchung abgesichert
werden. In Tabelle 53 sind die bei der MS-Auswertung (ESI) beobachtbaren Massen der
Alkamide 8 und 9 (Abb.43) aufgefuhrt, mit deren Hilfe eine Identifizierung durchgefuhrt
werden kann. Da es sich bei den Alkamiden 8 und 9 um E/Z-Isomere handelt, sind die

Massen fur beide Substanzen gleich.

Molekulargewicht 247 \/\_/\/\/\)\
) N/Y

M+ H] 248
M+ Na'] 270
(2M +H] 49 w -t
M+ Na+] 517 12 . : : ; 1 E/ﬁ/ o
5
Tab.53: Signale der Alkamide 8/9 im ESI- Abb.43: 8 Dodeca-2E,4E,8Z,10E-
Massenspektrum tetraensaure-isobutylamid

9 Dodeca-2E,4E,82,10Z-
tetraensaure-isobutylamid
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Im HPLC-Chromatogramm von Echinacea purpurea konnte bei einer Retentionszeit (t)
15,2 min. ein quantitativ grolRer Peak gefunden werden. Die Chromatogramme sind in
Chrom. 9 a/b dargestellt. Die Ordinate ist im oberen Chromatogramm von Ech. purp. bis
zur Intensitat von 10° skaliert, wahrend sie im unteren Chromatogramm von Rud. hirta nur
bis zur Intensitat von 10* dargestellt wurde. Diese Skalierung war notwendig, um einen
Vergleich beider Chromatogramme durchfihren zu konnen. Eine gemeinsame
Darstellung beider Chromatogramme zeigt Chrom. 10. Aus dieser Darstellung werden die
GroRenverhaltnisse und die unterschiedlichen Retentionszeiten der Peaks deutlich. Im
Chromatogramm von Rud. hirta konnte bei einer t, von 15,2 min. keine Substanz

gefunden werden.

Tieny. - 1T0504024: EE 2 45,5220
nos:
: Alkamide 8 / 9 Echinacea purpurea
=
3l
i
okl TEO400 120 EX S48 S A0, Caneo ke d (= 5,1, G5
e Rudbeckia hirta

0=-

I S et o) A N AN P Pt o gty e

= 10 1= 20 =] 0 3= 40 +5 Tim & [min]

Chrom.9: lonenchromatogramme bei m/z 248
a. Echinacea purpurea Kraut
b. Rudbeckia hirta Kraut

-97 -



2. Ergebnisse

s.
x105 -
3.0

B Rudbeckia hirta

B Echinacea purpurea

2.0

0.5

0.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 Time [min]

17050402.d: EIC 248.5 #All

28040012.d: EIC 248.5 #All, Smoothed (2.5,1, GA)

Chrom.10: Overlay der lonenchromatogramme (Chrom 9 a + b.)

Alle erhaltenen Massenspektren wurden auf das Vorkommen von Alkamid-spezifischen
Signalen (Tab. 53) untersucht. Spektrum 5 zeigt das Massenspektrum des Peaks bei t,

15,2 min. aus dem Chromatogramm von Echinacea purpurea.
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Inlens.i +MS, 15.2min (#1126)

248.4

495.3

517,3

270.2

bd

vvvvvvv

Spektrum 5: Massenspektrum der Alkamide 8/9 isoliert aus Echinacea purpurea

Wahrend im Massenspektrum (Spektrum 5) des Peaks bei t, 15,2 min. aus dem
Chromatogramm des Extrakts von Echinacea purpurea deutliche Ubereinstimmungen mit
den gesuchten Signalen der Alkamide 8/9 gefunden werden konnten, ergab sich kein

Hinweis auf das Vorkommen von Alkamiden im Rudbeckia hirta Extrakt.

2.6.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Sowohl in der dinnschichtchromatographischen Untersuchung als auch bei der HPLC-
Analytik mit verschiedenen Detektionssystemen (PDA, MS) konnten im
n-Hexan-Soxhlet Extrakt von Echinacea purpurea die beiden Hauptalkamide Dodeca-
2E,4E,87,10Z-tetraensaure-isobutylamid und Dodeca-2E,4E,8Z,10E-tetraensaureiso-
butylamid identifiziert werden. Im Extrakt von Rudbeckia hirta dagegen fanden sich keine

Hinweise auf das Vorkommen von Alkamiden.
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2.6.5 Analytik der hydrophilen Fraktion mittels DC

Zur ldentifizierung der Droge und zur Abgrenzung zu anderen Arten kann das Flavonoid-
Muster von besonderer Bedeutung sein. Daher wurden Extrakte aus den oberirdischen
Pflanzenteilen von Echinacea purpurea und Rudbeckia hirta mit Methanol als
Extraktionsmittel nach der Methode M Iso-Hydro hergestellt. Fir die
dinnschichtchromatographische Auftrennung wurde die Methode M DC-2 verwendet. Die
Detektion erfolgte zweifach. Zuerst wurde im UV-Licht bei 365 nm (Chrom.11) detektiert

und anschlieBend mit dem Spruhreagenz Naturstoffreagenz/Macrogol (Chrom.12)

angefarbt.

Front —

Ry
—— Kaffeesaure

05 — —— Hyperosid
—— Chlorogenséure
— Rutin

Start ——

Ech.purp. Ech.purp. Rud. hirfa Rud.hirta Standard
20 ul 30 ul 20 ul 30 ul 40 pl

Chrom.11: Dunnschichtchromatogramm der hydrophilen Fraktion von Echinacea purpurea und
Rudbeckia hirta. Detektion bei 254nm

Als Standardsubstanzen wurden Kaffeesaure, Hyperosid, Chlorogensaure und Rutin
eingesetzt. Die Auswertung des Chromatogramms bei 365 nm zeigt Chrom.11. Deutlich
zu erkennen war die blaulich fluoreszierende Bande der Kaffeesaure (R~=0,75) auf deren
Hohe auch in den Bahnen von Ech. purp. und Rud. hirta blaulich fluoreszierende Banden

von Phenolcarbonsauren, moglicherweise ebenfalls von Kaffeesdure zu erkennen waren.
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Wahrend in den Bahnen, in denen Extrakt aus Rudbeckia hirta aufgetragen wurde, auf
Hohe des Hyperosids (Ri=0,46) Banden mit oranger Fluoreszenz sichtbar wurden,
erschienen diese bei Ech. purp. nur sehr schwach. Im Bereich der Chlorogensaure
(R=0,36) zeigten sich zwei stark fluoreszierende Banden in den Rud. hirta Bahnen.
Denkbar ware, dass es sich dabei um Chlorogensdure und Neochlorogensaure handelt.
Auf Hohe des orange fluoreszierenden Rutins (R~=0,31) konnten weder bei Rudbeckia
noch bei Echinacea gleich gefarbte Banden ermittelt werden. Betrachtet man das
Gesamtmuster, so fallt auf, dass Rudbeckia hirta insgesamt deutlich mehr Banden
aufweist als Echinacea purpurea. Ubereinstimmende Banden fanden sich bei den R:-
Werten 0,88, 0,76 und 0,36. Nach der Detektion mit Naturstoffreagenz/Macrogol wies das
Flavonoid-Muster der beiden Drogen ebenfalls deutliche Unterschiede auf (Chrom.12).

Front —

R¢ —— Kaffeesaure

05 — —— Hyperosid
—— Chlorogenséaure
— Rutin

Start —

Ech.purp.  Ech.purp. Rud. hirta  Rud.hirta  Standard
20 yl 30 ul 20 yl 30 ul 40 pl

Chrom.12: Diinnschichtchromatogramm der hydrophilen Fraktion von Echinacea purpurea und
Rudbeckia hirta. Detektion mit Naturstoffreagenz/Macrogol
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In den Bahnen mit der Referenzlésung farbten sich Rutin (R~=0,31) und Hyperosid
(Rf=0,46) deutlich orange an. Weder in den Bahnen von Echinacea purpurea, noch in den
Bahnen von Rudbeckia hirta fanden sich orange gefarbte Banden im Bereich des Rutins.
Auf Hohe des Hyperosid zeigte sich im Chromatogramm von Rudbeckia hirta in beiden
Verdinnungen ebenfalls eine orange gefarbte Bande. Die Phenolcarbonsauren
Kaffeesdure und Chlorogenséure farbten sich nicht. Ubereinstimmungen fanden sich im
Bereich der FlieBmittelfront, in denen grin gefarbte Zonen in beiden
Untersuchungslosungen auftraten. Ingesamt zeigten die Chromatogramme deutliche
Unterschiede, so dass eine dunnschichtchromatographische Unterscheidung zwischen
den oberirdischen Teilen von Echinacea purpurea und Rudbeckia hirta Uber das

Flavonoid-Muster moglich ist.
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2.7 Immunmodulationsassays

Ob eine Substanz als Immunstimulator oder als Immunsuppressor wirkt, ist von der Dosis
abhangig [84]. Die Ursache liegt darin begrindet, dass das Immunsystem ein
ruckgekoppeltes kybernetisches System darstellt, das je nach Ausgangsstatus und
verwendetem Agens sowohl in immunsuppressiver als auch in immunstimulierender
Richtung beeinflussbar ist [85, 86]. Aus diesem Grund soll im Folgenden der Begriff
sJmmunstimulation® (wie schon in der Kapiteliberschrift) durch den Begriff

Jmmunmodulation® ersetzt werden.
2.7.1 Proliferationsassays

Die Bestimmung der Proliferationsrate von Milzzellen aus NMRI-, Balb/c- und C3H/HeJ-
Mausen erfolgte durch Messung des Einbaus von radioaktiv markiertem
6->H-Thymidin in neusynthetisierte DNA (M LPT). Wie aus den Diagrammen 14-16 zu
ersehen, steigerte AGP aus Rudbeckia hirta in allen drei Testsystemen in der gewahlten
Konzentration von 0,8-100 pg/ml Rudbeckia-AGP die Proliferationsrate der Milzzellen.
Unterschiede in der Intensitat der Steigerung der Einbaurate von 3H-Thymidin ergaben
sich durch das Testsytem selbst (Mausestamm, Nahrung, Gewicht u.a.). Als
Kontrollsubstanzen (Positivkontrolle) fanden drei verschiedene Mitogene Verwendung.
1. Phytohamagglutinin (PHA) ein Lektin aus Phaseolus vulgaris (Gartenbohne),
2. Concanavalin (ConA) ein Lektin aus Canavalia ensiformis (Schwertbohne) und
3. Lipopolysaccharide (LPS) aus Escherichia coli. Beide Lektine binden an den CD2-
Rezeptor und sind unspezifische Stimulantien zur Proliferation. Aus NMRI-Mausen
isolierte Milzzellen regierten schon in der ersten gewahlten Konzentration von 0,8 pg
AGP pro ml mit einer Steigerung der Proliferationsrate um mehr als das Dreifache. Ab
einer Konzentration von ca. 25 uyg AGP pro ml wurde das Optimum der Stimulation mit
einem Anstieg auf das 10fache der Ausgangsproliferation erreicht. Eine deutlich
schwachere Stimulation konnte bei Balb/c-Mausen beobachtet werden. Eine signifikante
Steigerung der Proliferation wurde erst ab etwa 6,4 uyg AGP pro ml erreicht. In beiden
Testsystemen konnte mit allen drei Kontrollsubstanzen (PHA, ConA und LPS) eine

Steigerung beobachtet werden.
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1.1: Proliferation von Maus-Lymphozyten (NMRI)
24028

10000 |

T
9000 - ‘|'

8000

[ 1

6000 1

5000 — — — — —

4000 1

counts per minute (cpm)

3000

2000 — — — — — — —

1000 — — — — — — —

0 0,8 1,6 32 6,4 12,5 25 50 100 PHA LPS ConA
Konzentration (ug/ml) 10 30 2

ORudbeckia @PHA BLPS B ConA

Diagramm 14: Steigerung der Proliferationsrate von Milzzellen aus NMRI-M&usen durch
Rudbeckia-AGP

1.2: Proliferation von Maus-Lymphozyten (Balb/c)
21929

5000
4500 1
4000

3500 1 ‘|'

3000

2500

2000 1

1500 A T

1000

counts per minute (cpm)

500

0 0,8 1,6 3,2 6,4 12,5 25 50 100 PHA LPS ConA
Konzentration (ug/ml) 10 30 2

DORudbeckia OPHA BPS B ConA

Diagramm 15: Steigerung der Proliferationsrate von Milzzellen aus Balb/c-M&usen durch
Rudbeckia-AGP
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1.3: Proliferation von Maus-Lymphozyten (C3H/HeJ)
18429
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Diagramm 16: Steigerung der Proliferationsrate von Milzzellen aus C3H/HeJ-Mausen durch
Rudbeckia-AGP

Besondere Bedeutung erhalt die Testung der Milzzellen von C3H/HeJ-Mausen. Dieser
Mausestamm ist LPS-insensitiv, so dass ein Anstieg der Proliferation nicht auf eine LPS-
Kontamination des AGP zuruckzuflihren sein kann. Auch in diesem Testsystem ist eine
Steigerung der Proliferationsrate zu beobachten. Eine signifikante Erhdhung um den
Faktor 3 wurde ab einer Konzentration von 3,2 uyg AGP pro ml erreicht. Etwa in diesem
Bereich lag die Steigerung durch LPS, welche aber nur durch den Einsatz von 30 ug LPS
pro ml erzielt wurde. Die mit der maximalen Konzentration in diesem Testsystem
erreichte  Steigerung der  Proliferationsrate lag bei dem  9fachen der
Ausgangsproliferation. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Milzzellen aus allen
drei Mausestammen durch AGP aus Rudbeckia hirta zur Steigerung der
Proliferationsraten angeregt werden konnten. Ferner konnte gezeigt werden, dass die
Steigerung bei C3H/HeJ-Mausen unabhangig von einer moglichen LPS-Verunreinigung
war. Tabelle 54 und Diagramm 17 zeigen die Stimulationsindizes (Sl) als Mal} fur die
immunologische Aktivitat der AGPs bei den Lymphozyten der drei Mausestamme.

Berechnet wurde der Stimulationsindex nach folgender Formel [88]:

cpm behandelte Kulturen
Sl =

cpm unbehandelte Kulturen
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Konz. 1.1 NMRI 1.2 Balb/c 1.3 C3H/HeJ
0
0,8 4.1 1,5 1,5
1,6 58 1,8 2,3
3.2 8,7 23 3,0
6,4 8,6 2,8 3,7
12,5 10,9 3,5 4,0
25 12,4 8,4 5,1
50 12,7 13,4 7.1
100 11,9 21,4 9,3
PHA 10,4 26,9 7,6
LPS 12,9 11,0 3,1

ConA 31,5 147,2 96,5

Tab.54: Stimulationsindizes fir die Proliferation von NMRI, Balb/c und C3H/HeJ-Mausen induziert
durch Rudbeckia-AGP

[

AGP Konz. (ug/ml)

Diagramm 17: Grafische Darstellung der Stimulationsindizes fiir die Proliferation von NMRI, Balb/c und
C3H/HeJ-Mausen induziert durch Rudbeckia-AGP
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Durch Berechnung des Stimulationsindex (SI) (Diagramm 17) werden die unter-
schiedlichen, konzentrationsabhangigen Steigerungen der Proliferation noch deutlicher.
Ein maximaler Stimulationsindex (Slnax) von etwa 12,5 konnte bei NMRI-Mausen ab einer
Konzentration von 25 pg/ml ermittelt werden. Ab dieser Konzentration konnte ein
Optimum beobachtet werden. In den Testsystemen, in denen Balb/c- und C3H/Hed-
Mause verwendet wurden, fanden sich Slya-Werte von 21,4 (Balb/c) und 9,3 (C3H/HeJ)
jeweils in der héchsten verwendeten Konzentration von 100 pg/ml Rudbeckia hirta AGP.

Bei beiden Verlaufen konnte noch kein Optimum festgestellt werden.
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2.7.2 Bestimmung der IgM-Produktion in Maus-Lymphozytenkulturen (NMRI)

Wenn ein fremder Erreger oder ein fremdes Antigen in den Organismus gelangt, reagiert
der Korper als erstes mit der Produktion von Immunglobulin M (IgM). Daher wird IgM
auch vielfach als ,Frihantikorper® bezeichnet [93]. Die Stimulation der Mausmilzzellen
(NMRI-Mause) mit Rudbeckia-AGP flhrte zu einer signifikanten, konzentrations-
abhangigen Erhoéhung der Konzentration an IgM im Zellkulturiberstand (M IgM).
Diagramm 18 zeigt die Stimulation durch unterschiedliche Konzentrationen von
Rudbeckia-AGP und zusatzlich die Stimulation durch Lipopolysaccharid (LPS) aus E.coli

in einer Konzentration von (30 ug/ml) als Positivkontrolle:

2.: IgM-Produktion in Maus-Lymphozytenkulturen (NMRI))

1500

1400
1300 1 N
1200

1100 1

1000 -
900 I

800

IgM (ng/ml)

700 1 Il

600 T Il Il

500

400

300 1 1

200 Il —

100 A | |

0 1.6 6,3 25 100

Konzentration (ug/ml)

ORudbeckia ®LPS

30

Diagramm 18: IgM-Produktion in NMRI-Mausen nach Inkubation mit Rudbeckia-AGP

Ab einer Konzentration von 1,6 ug/ml konnten schon Steigerungen der Produktion von
IgM um das 5fache beobachtet werden. Der maximale Wert der LPS-Stimulation konnte
mit Rudbeckia-AGP schon ab einer Konzentration von ca. 7 pg/ml erreicht werden. Auch
hier scheint eine LPS-Kontamination nicht die Ursache zu sein. Dafur spricht, dass ab
einer Konzentration von 25 pg/ml Rudbeckia-AGP eine Steigerung der IgM-Produktion
um den Faktor 11 beobachtet werden konnte, wahrend die maximale Steigerung durch
LPS (30 pug/ml) bei Faktor 9 lag.
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2.7.3 Zytokininduktion

Zytokine sind ein wichtiger Bestandteil der sauerstoffunabhangigen Infektabwehr, daher
kommt ihnen eine besondere Bedeutung zu [93]. Die Diagramme 19-24 zeigen den
Verlauf der Stimulation der Zytokinausschuttung durch das Rudbeckia hirta AGP
(M Zytokine). Als Positivkontrolle wurde LPS (30 pg/ml) und ConA (2 ug/ml) verwendet.

2.7.31 GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

GM-CSF st ein wichtiges Zytokin, welches an der Differenzierung von CD34-positiven
Stammzellen zu Monozyten beteiligt ist. Des Weiteren ist GM-CS Differenzierungsfaktor
fur Granulozyten und an der Ausreifung dendritischer Zellen beteiligt. Die Ausschittung
des GM-CSF erfolgte in den Kulturtiberstand.

3. GM-CSF-Produktion in Maus-Milzzellkulturen (NMRI)
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Diagramm 19: GM-CSF-Produktion in Mausmilzzellkulturen (NMRI) nach Inkubation mit

Die Ergebnisse zeigen, dass die Produktion von GM-CSF schon durch sehr geringe
Konzentrationen des AGP stimuliert wird. Ab einer Konzentration von 0,32 ug AGP pro ml
zeigt sich eine signifikante Erhohung um den Faktor 2. ConA und LPS zeigen ebenfalls
eine Stimulation. Der durch 30 yg LPS pro ml erreichte Wert von 670 pg/ml GM-CSF
wurde durch Rudbeckia-AGP schon ab 0,32 pug/ml (671) erreicht. Da ab ca. 1 pg/ml AGP
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keine weitere Steigerung zu beobachten war, scheint hier das Maximum der Induktion
von GM-CSF durch AGP im Zellkulturiberstand erreicht.

2.7.3.2 TNF-a (Tumornekrose-Faktor-a)

Der Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a) ist ein wichtiger Entzindungsmediator, der ferner
die Zytolyse von Tumorzellen bewirken kann. Aulderdem ist er, wie auch der GM-CSF, an
der Ausreifung dendritischer Zellen beteiligt. Die Expression erfolgt vor allem in
Makrophagen und Fibroblasten [94]. Zur Bestimmung von TNF-a wurden sowohl
alveolare als auch peritoneale Maus-Makrophagen verwendet (M Zytokine). Die
Diagramme 20/21 zeigen die Aktivierung der TNF-a-Produktion durch Rudbeckia-AGP.

4.1: TNFa-Produktion in alveoldaren Maus-Makrophagenkulturen (MH-S)
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Konzentration (pg/ml) 30

ORudbeckia BLPS

Diagramm 20: TNF-a-Produktion in alveolaren Maus-Makrophagen (MH-S) nach Inkubation mit
Rudbeckia-AGP

Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion der TNF-a-Produktion in alveolaren Maus-
Makrophagen AGP-konzentrationsabhangig zunimmt. Signifikante Steigerungen der TNF-
a-Konzentrationen im Zellkulturiberstand konnten Uber den gesamten AGP
Konzentrationsbereich beobachtet werden. LPS als Kontrolimitogen stimulierte die
Produktion ebenfalls. Besonders auffallig war die massive Steigung des Anstiegs der
Produktion von TNF-a von 0 auf bis zu 3500 pg/ml bei einer AGP-Konzentration von 100
pug/mil.
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4.2: TNFa-Produktion in peritonealen Maus-Makrophagenkulturen
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Diagramm 21: TNF-a-Produktion in peritonealen Maus-Makrophagen (MH-S) nach Inkubation mit
Rudbeckia-AGP

Wahrend in alveolaren Maus-Makrophagen eine Konzentrationsabhangigkeit bis zu 100
ug AGP pro ml festgestellt werden konnte, zeigte sich im Testsytem mit peritonealen
Maus-Makrophagen ein Optimum der Stimulation zur TNF-a-Produktion bei ca. 6 ug/mi
Rudbeckia-AGP. Eine signifikante Steigerung um den Faktor 8 wurde bereits ab einer
Konzentration von 0,8 ug/ml AGP erreicht. Erwartungsgemal} konnte durch LPS ebenfalls

eine Stimulation erreicht werden.
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2.7.3.3 IL-6 (Interleukin-6)

Das getestete Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wird hauptsachlich in T-Helferzellen und
Makrophagen exprimiert. Seine Hauptaufgabe ist die Steigerung der Proliferation von
Lymphozyten und Leukozyten im Infektionsfall. Des Weiteren ist IL-6 an der
Akute-Phase-Reaktion beteiligt. Bestimmt wurde die Induktion der |IL-6-Produktion durch
Rudbeckia-AGP sowohl in alveolaren als auch in peritonealen Maus-Makrophagen
(M Zytokine). Als Kontrollsubstanz wurde in beiden Testsystemen LPS in einer

Konzentration von 30 pg/ml eingesetzt.

5.1: IL-6-Produktion in alveolaren Maus-Makrophagenkulturen (MH-S)
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Diagramm 22: |L-6-Produktion in alveolaren Maus-Makrophagen (MH-S) nach Inkubation mit
Rudbeckia-AGP

Im Diagramm 22 zeigt sich eine signifikante, konzentrationsabhangige Erhdéhung der
IL-6-Titer im Zellkulturiberstand der alveolaren Maus-Makrophagen. LPS zeigte im
Vergleich eine etwas starkere Stimulation. Wahrend IL-6-Titer von 3500 pg/ml bei einer
LPS-Konzentration von 30 upg/ml erreicht wurden, mussten fir den selben
IL-6-Titer 100 pg/ml Rudbeckia-AGP verwendet werden. Immerhin lagen die Werte flr
das Rudbeckia-AGP in einer Konzentration von 30 pg/ml bei etwa 2500 pg/ml
IL-6.
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Die Inkubation von peritonealen Maus-Makrophagen mit AGP fuhrte ebenfalls zu einer

signifikanten, aber rasch sattigbaren Erhohung der IL-6-Titer (Diagramm 23).

5.2: IL-6-Produktion in Maus-Peritonealmakrophagenkulturen
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Diagramm 23: |L-6-Produktion in peritonealen Maus-Makrophagen nach Inkubation mit
Rudbeckia-AGP
Ab einer Konzentration von 6,3 pg/ml fuhrte eine Erhdhung der Rudbeckia-AGP
Konzentration kaum noch zu Steigerungen der IL-6-Titer. Die héchste Konzentration von
100 pg/ml ergab in diesem Bereich die maximale Stimulation um das 41fache. LPS
induzierte ebenfalls erhohte IL-6-Titer, allerdings wurden vergleichbare Werte durch

Rudbeckia-AGP schon ab einer Konzentration von 3,1 ug/ml erreicht.
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2.7.3.4 Induktion von IFN-y in Milzzellkulturen von NMRI-Mausen

Interferongamma (IFN-y) wird in T-Lymphozyten nach Antigenkontakt gebildet und hat
immunmodulatorische Eigenschaften. So fordert es das Wachstum und Differenzierung
von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen. Untersucht wurden die
Auswirkungen von Rudbeckia-AGP auf die Expression von IFN-y in den Zell-
kulturiberstand von Maus-(NMRI)-Milzellkulturen (M Zytokine). Diagramm 24 zeigt die

erhaltenen Ergebnisse nach der Inkubation.

IFN-gamma-Produktion in Maus-Milzzellkulturen (NMRI)
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Diagramm 24: |FN-y -Produktion in NMRI-Mausmilzellkulturen nach Inkubation mit Rudbeckia-AGP

Die Inkubation mit Rudbeckia-AGP bewirkte eine Steigerung der Konzentration von IFN-y
im Zellkulturiberstand, welche schon nach Inkubation mit 0,63 pg/ml gesattigt war. Ein
signifikanter Anstieg um das 3,2fache konnte ab einer AGP-Konzentration von 0,08 pg/ml
beobachtet werden. Eine mdgliche Stimulation durch LPS kontaminiertes AGP scheint
unwahrscheinlich, da der maximale Wert fur LPS (30 ug/ml) mit Rudbeckia-AGP schon
ab einer Konzentration von 0,32 ug/ml deutlich Gberschritten wurde, wobei dieser Wert

anscheinend noch keine Sattigung markiert.
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2.7.4 Bestimmung der NO; -Produktion alveolarer Maus-Makrophagen

Fremdzellen, z.B. Parasiten, kbnnen von aktivierten Makrophagen durch Sauerstoff-
Metaboliten abgetotet werden. Die Aktivierung erfolgt in vivo durch Interferongamma
(IFN-y), welches durch T-Helferzellen exprimiert wird. Als Positivkontrolle wurde daher
LPS (5 ng/ml) in Kombination mit IFN-y (1 ng/ml) verwendet. Der Einfluss von Rudbeckia-
AGP auf den oxidativen Metabolismus von Makrophagen wurde anhand der NO;-
Produktion von MH-S-Zellen bestimmt (M Nitrit). Diagramm 25 zeigt den Anstieg, der

durch Inkubation mit AGP erreicht werden konnte.

6. NO,-Produktion von MH-S Zellen
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ORudbeckia MLPS+IFN-Gamma |

Diagramm 25: Nitrit-Produktion von MH-S-Zellen nach Inkubation mit Rudbeckia-AGP

Rudbeckia-AGP steigerte die NO,-Produktion der Makrophagen, wobei sich ein Optimum
ab einer Konzentration von ca. 1 ug AGP pro ml einstellte. Der LPS-Wert lag ebenfalls
bei den Maximalwerten die fir Rudbeckia-AGP ermittelt werden konnten. Auffallig war,
dass schon bei sehr geringen AGP-Konzentrationen von 0,8 ug AGP pro ml beinahe eine

maximale Nitrit-Ausschuttung erreicht werden konnte.
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2.7.5 ELISA: Rudbeckia-AGP

Kreuzreaktivitat mit Echinacea purpurea Antikorpern

Strukturelle Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten im Aufbau von AGPs lassen sich
eventuell anhand der Kreuzreaktivitat mit Antikdrpern nachweisen. Getestet wurde die
Kreuzreaktivitat von Rudbeckia-AGP sowohl gegen einen polyklonalen als auch gegen
einen monoklonalen Antikérper, der gegen Echinacea purpurea AGP gerichtet war. Die
Testung erfolgte beim polyklonalen Antikorper im ,Sandwich-ELISA® (M ELISA-Poly),
wahrend beim monoklonalen Antikdrper der ,kompetitive ELISA* (M ELISA-Mono)

angewendet wurde.

2.7.5.1 polyklonaler Antikorper

Der verwendete polyklonale Antikérper wurde aus Kaninchen-Blut isoliert und war gegen
ein AGP isoliert aus Echinacea purpurea Presssaft oberirdischer Bestandteile der Pflanze
gerichtet. Aus Diagramm 26 geht hervor, dass Rudbeckia-AGP eine schwache
Kreuzreaktivitat mit dem polyklonalen Antikorper zeigt. Zur Verdeutlichung der
Konzentrationsabhangigkeit wurde in Diagramm 27 die logarithmische Auftragung
gewahlt. Aus diesem Diagramm ist zwar besser zu erkennen, dass eine gewisse

Kreuzreaktivitat vorhanden ist, diese ist allerdings als gering einzustufen.

ELISA mit polyklonalem Antikérper

-
[e2)

i

-
(2}
L

/'/

-
EN

[N
- N
L

Absorption
o
o

o
[}

o
N
.

o
N

e

20 40 60 80 100

o

o

AGP [ug/ml]

‘+ Echinacea purp.-AGP —m— Rudbeckia-AGP ‘

Diagramm 26: Kreuzreaktivitat von Rudbeckia-AGP mit polyklonalem Antikorper gegen
Echinacea purpurea im ,Sandwich-ELISA®

- 116 -



2. Ergebnisse

ELISA mit polyklonalem Antikérper (logarithmisch)
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Diagramm 27: logarithmische Auftragung der Kreuzreaktivitat von Rudbeckia-AGP mit
polyklonalem Antikdrper gegen Echinacea purpurea im ,Sandwich-ELISA*

2.7.5.2 monoklonaler Antikorper

Neben AGP aus dem Presssaft von Echinacea purpurea wurde parallel ein AGP aus
einer Echinacea purpurea Zellkultur gegen Rudbeckia-AGP getestet. Wie zu erwarten
war, reagierte der monoklonale Antikdrper am starksten mit dem Presssaft-AGP, gefolgt
von dem AGP aus der Echinacea Zellkultur. FUr das Rudbeckia-AGP konnte ebenfalls

eine, wenn auch schwachere Reaktivitat gezeigt werden. Dies lasst auf Kreuzreaktivitat

schlief3en.
ELISA mit monoklonalem Antikérper
04
0,6 /
= 0,8 l/-?
o
=
S 1 /'
k-1
< /./
1,2 4
14
1,6
0 5 10 15 20 25 AGP [pg/ml]
—a— AGP: Rudbeckia hirta —s— AGP: Echinacea purpurea Zellkultur —s— AGP: Echinacea purpurea

Diagramm 28: Kreuzreaktivitat von Rudbeckia-AGP mit monoklonalem Antikorper gegen
Echinacea purpurea im ,kompetitiven ELISA*
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2.8 Komplement-Assays

Das menschliche Komplementsystem ist an der Abwehr von Krankheitserregern beteiligt.
Es besteht aus ca. 20 Glykoproteinen und bildet ein komplexes System, welches sowohl
unspezifische Aufgaben als auch von der Immunreaktion abhangige Funktionen erflllt.
Die Synthese der Komplementfaktoren wird hauptsachlich von Makrophagen und
Leberzellen dbernommen. Die Aktivierung durch  Antigen-Antikdrperkomplexe
(klassischer Signalweg) oder durch Stoffe aus Bakterien, Pilzen, Viren oder Protozoen
(alternativer Signalweg) mindet in einer gemeinsamen Endstrecke [94]. Die
Beeinflussung beider Signalkaskaden des Komplementsystems durch Rudbeckia-AGP
wurde in einem modifizierten Testsystem [95] untersucht. Der herkdmmliche
Komplement-Assay (complement-fixation-test) hat den Nachteil, dass eine
Differenzierung zwischen der Stimulation der Komplementaktivierung und einer Inhibition
der Komplementfaktoren deshalb nicht mdglich ist, weil beide Mechanismen in einer
reduzierten Hamolyse der Test-Erythrozyten enden. Der complement-fixation-test wird mit
einer 30 minutigen Vorinkubationszeit durchgefuhrt. Eine gemessene Inhibition des
Komplementsystems kann auf zwei Ursachen beruhen. Erstens kann eine Testsubstanz
wie beispielsweise Heparin die Aktivierung des Komplementsystems durch die
sensibilisierten Erythrozyten verhindern oder zweitens stehen aufgrund einer Aktivierung
und der kurzen Halbwertszeit der aktivierten Komplementfaktoren nach 30 Minuten
Vorinkubationszeit weniger noch aktivierbare Komplementfaktoren zur Verfligung. Durch
verkurzte Vorinkubationszeiten, bzw. Weglassen der Vorinkubation besteht die
Moglichkeit einer Differenzierung zwischen inhibierenden und aktivierenden Substanzen
[95]. Zusatzlich zur Untersuchung des Rudbeckia-AGPs sollte der Einfluss des durch
Partialhydrolyse (Oxalsaurehydrolyse) entstandenen Kernpolysaccharids (Core) auf das

Komplementsystem analysiert werden.
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2.8.1 klassischer Signalweg mit unterschiedlichen Vorinkubationszeiten

Die Diagramme 29-31

zeigen

die Ergebnisse der

Komplement-Assays mit

unterschiedlichen Vorinkubationszeiten. Die Durchfihrung erfolgte nach der Methode M

K-klassisch.

klassischer Signalweg 0 Min.

80 =

Komplementrestaktivitat [%]
3

B AGP H Core

_—
\\_ \ﬁ
*\w\,/'/'

Konzentration [ug/ml]

Diagramm 29: Konzentrationsabhangiger Effekt von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core)
auf die Komplement-induzierte Hamolyse (ber den klassischen Signalweg ohne

Vorinkubation
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Diagramm 30: Konzentrationsabhangiger Effekt von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid

(Core) auf die Komplement-induzierte Hamolyse Uuber

Signalweg nach 30 Minuten Vorinkubation
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klassischer Signalweg 60 Min.
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Diagramm 31: Konzentrationsabhangiger Effekt von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core)
auf die Komplement-induzierte Hamolyse Uber den klassischen Signalweg nach 60

Minuten Vorinkubation

Durch Pipettierfehler mussten die Werte fir 0,5 pg/ml und 1,25 pg/ml Core im

60 Minuten Test vernachlassigt werden. Zum Vergleich der Testsubstanzen wurden

diejenigen Werte miteinander verglichen, bei denen eine 50 %ige Hamolyse eintritt (1Csp).

In Tabelle 55 sind diese Werte fur das AGP und das Kernpolysaccharid (Core) aufgefuhrt:

0 Minuten 30 Minuten 60 Minuten

ICs0 [pg/ml] ICsp [pg/ml] ICsp [pg/ml]
AGP 17,3 8,6 1,3
Core 260,5 277 165,5

Tab.55: I1Csp-Werte von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core) im Komplement-
Assay (klassischer Signalweg) nach unterschiedlichen Vorinkubationszeiten

Bei Verlangerung der Vorinkubationszeit nehmen die 1Cso-Werte beim Rudbeckia-AGP

ab. Auffallig sind die hohen ICsp-Werte des Core, die darauf deuten, dass das

Kernpolysaccharid im Vergleich zum AGP weitaus weniger mit dem Komplementsystem

interagiert.
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2.8.2 alternativer Signalweg mit unterschiedlichen Vorinkubationszeiten

Parallel zum  klassischen wurde auch der alternative Signalweg der
Komplementmodulation durch Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core) untersucht
(M K-alternativ). Die Diagramme 32/33 zeigen die Ergebnisse. In der Tabelle 56 sind die
ICs0-Werte der beiden Testsubstanzen aufgefuhrt.

alternativer Signalweg 0 Min.
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Diagramm 32: Konzentrationsabhangiger Effekt von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core) auf
die Komplement-induzierte Hamolyse Uber den alternativen Signalweg ohne
Vorinkubation
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Diagramm 33: Konzentrationsabhangiger Effekt von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core)
auf die Komplement-induzierte Hamolyse Uber den alternativen Signalweg ohne
Vorinkubation
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0 Minuten 30 Minuten
ICs0 [ug/ml] ICs0 [pg/ml]
AGP 266 95,3
Core keine Hemmung keine Hemmung

Tab.56: ICso-Werte von Rudbeckia-AGP und Kernpolysaccharid (Core) im Komplement-
Assay (alternativer Signalweg) nach unterschiedlichen Vorinkubationszeiten

Aus den Diagrammen 32/33 und der Tabelle 56 geht hervor, dass es beim AGP durch
Vorinkubation zu einer deutlichen Abnahme der ICso kam. Ein ICso-Wert fur das Core war
nicht zu bestimmen, da es selbst in den maximal eingesetzten Konzentrationen nicht zu

einer Abnahme der Hamolyse kam.

2.8.3 Zusammenfassung Komplement-Assays

Die Resultate des modifizierten Komplementtestes zeigen, dass das Rudbeckia-AGP
konzentrationsabhangig die hamolytische Aktivitat sowohl des durch den klassischen als
auch des durch den alternativen Weg aktivierten, menschlichen Komplementsystems
verringert. Es zeigte sich, dass die Fahigkeit zur Beeinflussung des Komplementsystems
wohl von den aulReren Regionen des Rudbeckia-AGPs abhangig ist, welche
hauptsachlich aus Arabinoseresten bestehen und beim Core durch Partialhydrolyse
(Oxalsaurehydrolyse) entfernt worden waren. Das so erhaltene ,Kernpolysaccharid® zeigt

in diesem Testsystem deutlich schwachere Effekte.
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3.1 Extraktions- und Isolierungsmethoden

3.1.1 Isolierung der AGPs

M Iso-AGP

Pflanzenmaterial

Als Ausgangsmaterial wurde getrocknetes, geschnittenes oberidisches Drogenmaterial
aus dem botanischen Garten des pharmazeutischen Instituts der Christian-Albrechts
Universitat zu Kiel verwendet. Erntezeitpunkt war im Juli 2002 in der Blute der Pflanze.

Ein Ruckstellmuster ist vorhanden.

Durchfihrung

100 g getrocknetes und geschnittenes oberidisches Drogenmaterial wurde in 2000 ml
demineralisiertem Wasser geldst und 21,5 Stunden mazeriert. Zur Abtrennung von
Pflanzenmaterial und zur Herstellung des Presssafts wurde der Ansatz mit der
Tinkturenpresse ausgepresst. Das Mazerat wurde in 50 ml Portionen 10 min. auf
90 °C erhitzt, um vorhandene Proteine zu fallen und nach dem Abkihlen durch
Zentrifugation (5.000 U/min. 10 min.) zu entfernen. Der Uberstand wurde durch
Tangentialflussfiltration (7 Tage bei 4 °C) in eine hoch- und in eine niedermolekulare
Fraktion aufgetrennt. Verwendet wurden Filter mit einer nominellen Ausschlussgrenze
von 30.000 Da. Da sich die AGPs im Retentat fanden, wurde mit dieser Fraktion nach
vorheriger Gefriertrocknung weitergearbeitet. Zur vollstdndigen Abtrennung von
niedermolekularen Bestandteilen wurde im Anschluss an die Tangentialflussfiltration eine
Dialyse mit einer nominellen Ausschlussgrenze von 12.000-14.000 Da bei 4 °C

durchgefuhrt und anschiel3end erneut gefriergetrocknet.
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Gerate und Materialien

Tangentialflussfiltration

Filtereinheit : Minitan® System Stainless Steel Fa. Millipore, Billerica, MA, USA
Pumpe : Easy-load® Masterflex
Filter ; Minitan® Filter Plates 4/PK 30.000 NMWL

High-Flux Biomax Polysulfone Membrane (hydrophilic)
Dialyse
Schlauche : Spectra/Por® 4 Regenerated Cellulose Membrane, @ 20 mm,

MWCO 12.000-14.000 Da, Fa. Spectrum Laboratories Inc., USA
3.1.2 Yariv-Synthese
M Yariv-1
Das als kunstliches ,Kohlenhydrat-Antigen® bezeichnete Yariv-Reagenz spielt eine
zentrale Rolle bei analytischen Untersuchungen von Arabinogalaktan-Proteinen da es in
der Lage ist diese hochspezifisch zu fallen. Da Yariv-Reagenz nicht kommerziell erhaltlich

ist, wurde es selbst synthetisiert. Die Anleitung zur Synthese orientiert sich an zwei

Veroffentlichung von Yariv [66, 73].

Reagenzien

Lésung 1 : 488,34 mg p-Aminophenyl-B-D-Glukose (1) in 10,8 ml HCI (0 °C)
Reagenz 1 : 124,2 mg Natriumnitrit

Losung 2 : 56,74 mg Phloroglucin (3) in 22,5 ml Wasser
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Durchfihrung

Im ersten Schritt wurde Losung 1 mit Reagenz 1 versetzt und auf 0 °C abgekiihlt. Dabei
kommt es zur Umsetzung zum Diazoniumsalz (2). Im zweiten Schritt wird langsam und
unter Einhaltung von pH 9 (Autotitrator mit NaOH) und Kuhlung auf 0 °C Lésung 2 zum
Reaktionsansatz pipettiert. Abbildung 44 gibt die das Schema der Reaktion wieder. Zwei
Stunden nach Beenden der Reaktion muss der pH-Wert stabil sein. AnschlieRend wurde
in Methanol gefallt und der Ansatz Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde
der Niederschlag abzentrifugiert (3.000 g, 15 min.). Im letzten Schritt schloss sich eine

Trocknung des Pellets (4) im Trockenschrank bei 50 °C an.

Reaktion
Glc
+ HCI \©\+
NH N=N|
(1 )
Glc _Glc
~0 o)
OH
N OH N
+ SN NG
HO OH
3
®) HO OH
+ NaOH hl
pH 9 N
4)
?
Glc

Abb.44: Reaktionsschema der Yariv-Reagenz Synthese
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M Yariv-2

Zur Kostenreduzierung wurde das Ausgangsprodukt p-Aminophenyl-3-D-Glukose fur die

Yariv-Synthese selbst synthetisiert.

Durchfiihrung

Die wesentlich preiswertere Ausgangssubstanz p-Nitrophenyl-3-D-Glukopyranosid wurde
in dem. Wasser geldst. Nach Zugabe des Hydrierkatalysators wurde bei 3,5 bar Uber
Nacht in der Schuttelapparatur hydriert. Am nachsten Tag wurde der Katalysator durch
Filtration entfernt. Die Losung wurde im Vakuum eingeengt, das Prazipitat in Ethanol

aufgenommen und anschlie3end umkristallisiert.

Reaktion

NO 3,5 bar NH

2

Abb.45: Reaktionsschema der p-Aminophenyl-3-D-Glukose Synthese
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3.1.3 Yarivfallung der AGPs

M Yariv-Fallung

Da das Yariv-Reagenz in der Lage ist, hochspezifisch AGPs zu fallen, wurde es

eingesetzt, um aus dem Extrakt nach TFF und Dialyse AGPs zu isolieren.

Durchfiihrung

Da die Umsetzung von Yariv-Reagenz mit den AGPs im Verhaltnis 1:1 ablauft, wurden
gleiche Mengen eingewogen und in dem. Wasser geldst. Die Einwaage des AGP richtete
sich nach dem Anteil AGP innerhalb des Retentats, welcher durch vorherige
gaschromatographische Analyse (s. Kap. 3.2 M Acet, M GC-1) ermittelt wurde. Nach
Vereinigung der beiden LoOsungen wurde zur Stabilisierung des Endprodukts
Natriumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 0,15 M erganzt und Gber Nacht bei 4 °C
gefallt. Am nachsten Tag wurde der Niederschlag abzentrifugiert (10.000 g, 15 min. bei
4 °C) und in 0,15 M Natriumchlorid-Lésung gewaschen und in ausreichend dem. Wasser
gelost. Zur Zerstorung des AGP-Yariv-Prazipitates wurde Natriumdithionit in einer
Endkonzentration von 2 % erganzt und bei 50 °C erhitzt, bis die Losung farblos wurde.
Eine anschliellende Dialyse (5-6 Tage) trennte Yariv-Abbauprodukte, Natriumdithionit,
Natriumchlorid und andere niedermolekulare Bestandteile ab. Abschlielend wurde eine

Gefriertrocknung durchgefuhrt.
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3.1.4 Isolierung der lipophilen Fraktion

M Iso-Lipo

Zur ldentifizierung der Alkamide wurde eine lipophile Fraktion aus dem oberirdischen

Pflanzenmaterial von Rudbeckia hirta isoliert.

Durchfihrung

5 g Droge wurden in der Drogenmuhle fein pulverisiert und direkt in eine Extraktionshulse
eingewogen. Anschlieend wurde die Droge mit 80 ml n-Hexan fur zwei Stunden im

Soxhlet-Verfahren extrahiert. Nach dem Einengen des gewonnenen Extrakts wurde der

Ruckstand mit Ethanol aufgenommen.

3.1.5 |Isolierung der hydrophilen Fraktion

M Iso-Hydro

Zur Bestimmung des Flavonoid-Musters wurde aus dem oberirdischem Material von
Rudbeckia hirta eine hydrophile Fraktion isoliert.

Durchfihrung

0,5 g Droge wurden in der Drogenmuhle fein pulverisiert und mehrmals mit 10 ml

Methanol aufgekocht und filtriert.
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3.2 Derivatisierungsverfahren

3.2.1 Acetylierung

M Acetylierung

Die qualitative und quantitative Analyse der Neutralzucker erfolgte gaschromatographisch
mit vorheriger Acetylierung der Monosaccharide nach Blakeney [74]. Die durch TFA-
Hydrolyse des Polysaccharids entstandenen Monosaccharide wurden dabei reduziert

und zu leicht fliichtigen Alditolacetaten derivatisiert.

Durchfiihrung

1-2 mg Probe wurde zusammen mit 0,5 mg myo-Inositol als internem Standard in ein
Wheaton-Reaktionsgefal eingewogen. AnschlieRend wurde 1 Stunde bei 121 °C und 2
bar im Bioblock mit 1 ml 2 M TFA hydrolysiert. Nach Abschluss der Hydrolyse wurde
dreimal mit Aqua pigest. am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Zur Reduktion
der Aldehydfunktion am C; nach vorangegangener Ringéffnung wurden 200 ul 1M
Ammoniak sowie 1 ml 2 %iger Natriumborhydrid-Losung in DMSO (wasserfrei) zugesetzt
und 90 min bei 40 °C im Trockenschrank erwarmt. Durch Zugabe von 100 pl Eisessig
wurde die Reaktion gestoppt, und die entstandenen Alditole wurden mit 200 ul
Methylimidazol (Katalysator) und 2 ml Acetanhydrid (wasserfrei) 20 min. bei
Raumtemperatur acetyliert. Die Acetylierung wurde durch Zugabe von 10 ml Aqua pigest.
gestoppt. Nach Zugabe von 1 ml 0,1 molarer Schwefelsaure wurden die entstandenen
Alditolacetate mit 1 ml Dichlormethan ausgeschittelt. Die Dichlormethanphase wurde
unter Stickstoffoegasung eingeengt. Fir die anschlieRende gaschromatographische

Untersuchung wurde 1 pl dieser Losung verwendet (s. Kap. M GC-1).
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3.2.2 Methylierung

M Methylierung

Durchfiihrung

Herstellung der Dimethylsulfinyl-(Dimsyl)-Kalium-Lésung:

1 g Kaliumhydrid-Suspension (35 %ig) in Ol wurde in ein verschraubbares Reagenzglas
mit Seitenansatz eingewogen und funfmal mit je 4 ml n-Hexan (Lagerung Uuber
Molekularsieb 4 A) élfrei gewaschen. Pro g reinem Kaliumhydrid (unter Argon trocken
geblasen) wurden 13 ml DMSO (Lagerung Uber Molekularsieb 4 A) unter Argon
zugetropft; starkes Schaumen wurde gegebenenfalls durch Eiskuhlung unterbunden.

Nach 30 min. Ruhren wurde die Losung fur die Methylierung eingesetzt.

Methylierung:

2 mg AGP wurden 24 Stunden in einem verschraubbaren Reagenzglas mit Seitenansatz
gefriergetrocknet und anschlielend unter leichtem Erwarmen wund 1 min.
Ultraschallbehandlung in 460 ul DMSO (Lagerung Uber Molekularsieb 4 A) gelost.
Danach wurden nacheinander folgende Mengen an Dimsyl-Kalium-Lésung und

Methyliodid unter Rihren und Argon-Schutzbegasung zupipettiert:

40 pl Dimsyl-Kalium-Lésung, 10 min. Reaktion

10 pl eisgekuhltes Methyliodid, 5 min. Reaktion
120 pl Dimsyl-Kalium-Lésung, 10 min. Reaktion
30 pl eisgekuhltes Methyliodid, 5 min. Reaktion
400 pl Dimsyl-Kalium-L6sung, 30 min. Reaktion
300 ul eisgekuhltes Methyliodid, 10 min. Reaktion

2 o
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Das methylierte AGP wurde in ein verschraubbares Zentrifugenglas mit einer Mischung
aus 2 ml Chloroform und 1 ml Methanol Uberfuhrt und funfmal mit je 2 ml dem. Wasser
gewaschen. Jedes Mal wurde 5 min. bei 250 g zentrifugiert und die wassrige Oberphase
vorsichtig abpipettiert, ohne die Interphase zu verletzen. Die organische Phase wurde mit
2 ml 2,2-Dimethoxypropan, 20 ul Eisessig und einigen Siedeperlen versetzt und im
Bioblock solange bei 90 °C erwarmt, bis das Dimethoxypropan das restliche Wasser
umgesetzt hatte. AnschlieBend wurde die Losung in einem Wheaton-Reaktionsgefafl}

unter Argonbegasung vollstandig eingeengt.

Hydrolyse:

Das methylierte AGP wurde im Bioblock mit 1 ml 2 molarer TFA 1 Stunde bei 121 °C und
2 bar hydrolysiert. Die TFA-L6sung wurde in einen Spitzkolben tberfihrt und die TFA bei
40 °C (Wasserbad) unter Stickstoff abgeblasen.

Reduktion:

Die partiell methylierten Monosaccharide wurden mit 2 ml einer frisch hergestellten
Lésung von 0,5 mol Natriumborhydrid in 2 molarem Ammoniak 60 min. bei 60 °C
reduziert (Trockenschrank). Durch Zugabe von 0,5 ml Aceton wurde die Reaktion
gestoppt und das Losungsmittel unter Stickstoffoegasung im Wasserbad (40 °C)

abgeblasen.

Acetylierung:

Der viskose Ruckstand wurde durch Zugabe von 200 pl Eisessig, 1 ml Ethylacetat,
3 ml Acetanhydrid (Lagerung uber Molekularsieb 4 A) und 100 pl Perchlorsdure
(70 % m/V) als Katalysator 5 min. acetyliert. Danach wurde auf Eis gekuhlt und uber-
schussiges Acetanhydrid durch 5 minutige Reaktion mit 10 ml dem. Wasser und 200 pl
1-Methylimidazol (Katalysator) zersetzt. Die PMAAs wurden dreimal mit je 1 ml
Dichlormethan ausgeschittelt und unter Stickstoff eingeengt. 0,5 pl dieser Ldésung
wurden fUr die gaschromatographische Trennung und massenspektrometrische Analyse
eingesetzt (s. Kap. M GC-MS).
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3.2.3 Partialhydrolyse (Oxalsaurehydrolyse)

M Oxal

Die Oxalsaurehydrolyse wird als Partialhydrolyse bezeichnet, da im Gegensatz zur TFA-
Hydrolyse nur oxalsaurelabile Zuckerbindungen gespalten werden. Freigesetzte Mono-
und Oligosaccharide I6sen sich im 80 %igen Ethanol, wahrend das unhydrolysierte
Kernpolysaccharid (Core) Ubrig bleibt und als Niederschlag ausfallt. Die Vorschrift

orientiert sich an einer Veroffentlichung von Gleeson und Clarke [96].

Durchfihrung

Ca. 20 mg AGP wurden in 3 ml Oxalsaure (12,5 mM) gel6dst und 5 Stunden im Pyrex-
Glas hydrolysiert (Bioblock 100 °C). Nach dem Abkiihlen wurden die unldslichen
Bestandteile abzentrifugiert (6.000 U/min, 5 min.). Der Uberstand der Hydrolyse wurde in
Ethanol (abs.) gegossen, so dass sich eine Ethanol-Endkonzentration von 80 % ergab.
Die Losung wurde zur Fallung des Kernpolysaccharids 12 Stunden bei 4 °C gelagert.
AnschlieRend wurde der entstandene Niederschlag abzentrifugiert (20.000 g, 10 min.,
6 °C), dreimal mit 80 %igem Ethanol gewaschen, wiederum zentrifugiert, in 2 ml dem.
Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Der Uberstand und die Waschlésungen
wurden im letzten Schritt vereint, einrotiert, ebenfalls mit 2 ml dem. Wasser

aufgenommen und schlieldlich gefriergetrocknet.
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3.2.4 Uronsaurebestimmung

M Uron-1

Der Uronsauregehalt kann mit der Acetylierungsmethode nach Blakeney [74] nicht
ermittelt werden, da eine Reduktion der Carbonsaurefunktion unter diesen Bedingungen
nicht maglich ist. Daher wurde die Methode nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen [75]
zur Bestimmung der Uronsauren gewahlt. Diese beruht auf der Entstehung eines
Chromogens und der anschlieBenden photometrischen Bestimmung des
Uronsauregehalts. Nachteilig ist, dass kolorimetrisch keine Unterscheidung der
Uronsauren in der Probe madglich ist, weshalb mit dieser Methode lediglich der

Gesamturonsauregehalt ermittelt werden kann.

Durchfihrung

Ca. 5 mg AGP wurden mit 4 %iger Schwefelsdure in einem Wheaton-Reaktionsgefald mit
druckdichtem Teflonschraubverschluss und Teflondichtung 1 Stunde bei 121 °C und 2
bar im Bioblock hydrolysiert. Nach Inkubation der Probe mit 1,2 ml Borax/Schwefelsaure
(5 min. kochendes Wasserbad, 10 min. Eisbad) wurden 20 pl Reagenz (0,15 %ige meta-
Hydroxydiphenyl-Losung in 0,5 %iger Natronlauge) bzw. 20 pl reine 0,5 %ige
Natronlauge (Blindwert) zugegeben und nach exakt 10 min. Reaktion die Absorption der
rot gefarbten Probelosung bei 520 nm bestimmt. Zur Erstellung der Kalibriergeraden

wurde eine 1:1-Mischung aus D-Glukuron- und D-Galakturonsaure verwendet.
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M Uron-2

Die Bestimmung einzelner Uronsauren erfolgte nach Taylor und Conrad [97]. Im
Gegensatz zur Methode der Gesamtbestimmung aller Uronsauren nach Blumenkrantz
und Asboe-Hansen [75] ist mit dieser Methode eine Differenzierung der Uronsauren

mdglich.

Durchfihrung

20 mg Rudbeckia-AGP wurden in 30 ml dem. Wasser gelést und mit 216 mg
N-Cyclohexyl-N"-[2-(N-methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-toluolsulfonat versetzt. Es
kommt  zur  Aktivierung der  Uronsaurefunktion mit  Carbodiimid  zum
O-Acylisoharnstoffderivat. Der pH-Wert wurde mit Hilfe eines Autotitrators und 0,01
molarer Salzsaure 4 Stunden auf pH 4,75 gehalten. Durch Zugabe von Octanol
(8 Tropfen) wurde das Schaumen bei der folgenden Reduktion des aktivierten Esters
vermindert. Anschliellend wurde nach folgendem Schema Natriumbordeuterid-Losung

langsam zugetropft:

1. 4 ml 1 M Natriumbordeuterid-Losung
2. 5 ml 2 M Natriumbordeuterid-L6sung
3. 5 ml 4 M Natriumbordeuterid-Losung

Durch das Natriumbordeuterid wurden die Uronsauren reduziert und in die
entsprechenden Neutralzucker Uberfuhrt. Des Weiteren wird das Cg des Neutralzuckers
zweifach deuteriert, wodurch eine Differenzierung zu genuin vorhandenen Zuckern in der
GC-MS maglich ist. AnschlieBend wurde unter standigem RuUhren und Zugabe von
2 molarer Salzsaure der pH-Wert 4 Stunden lang konstant auf pH 7,0 gehalten. Der pH-
Wert muss konstant gehalten werden, da im Sauren das Reduktionsmittel zersetzt wird
und im Basischen das Gleichgewicht zwischen Uronsaure und aktivierter Uronsaure zu
Ungunsten der aktivierten Gruppe verschoben ist. Abschlie3end erfolgte die Zugabe von
Eisessig bis zu einem pH-Wert von 6,5. Die Probe wurde 5 Tage gegen dem. Wasser

dialysiert, um Reagenzien zu entfernen. Im Anschluss wurde die Probe gefriergetrocknet.
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3.2.5 Hydroxyprolinbestimmung

M Hydroxyprolin

Hydroxyprolin ist neben Prolin, Alanin und Serin eine in héheren Konzentrationen
vorkommende Aminosaure im Proteinanteil von AGPs [19, 107]. Zur selektiven
Hydroxyprolinbestimmung wurde eine photometrische Methode aus der Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 8§35 Lebensmittel- und Bedarfs-

gegenstandegesetz (LMBG) angewendet.

Durchfiihrung

5 mg AGP wurden in 1 ml 6 molarer Salzs&dure hydrolysiert (22 Stunden, 110 °C, unter
N2). Nach dem Abkuhlen der Probe wurden die verkohlten Kohlenhydrate abzentrifugiert
(5.000 g, 10 min.). Der Uberstand wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
einrotiert. Nach Aufnahme der Aminosauren in 1 ml dem. Wasser, wurden 100 pl dieser
Lésung auf 4,0 ml verdinnt. Nach Zugabe von 2 ml Oxidationsreagenz oxidierte das
Hydroxyprolin (20 min. bei Raumtemperatur). Das Oxidationsprodukt bildete mit 2 ml
Farbreagenz bei 60 °C innerhalb von 15 min. eine rot gefarbte Verbindung. Die Lésung
wurde unter flieRendem Wasser 3 min. gekuhlt und bis zur Messung 30 min. bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die Extinktion wurde photometrisch bei 558 nm
gemessen und ist der Hydroxyprolin-Konzentration direkt proportional. Fur die
Kalibrierung wurde eine Verdlinnungsreihe mit reinem Hydroxyprolin (0,6-2,4 pg/ml)

erstellt.

Gerate und Materialien

UV/Vis-Gerat Photometer Hitachi U-1100 Spectrophotometer
Oxidationsreagenz: Chloramin T 149
Puffer pH 6,8 ad 100,0 ml
Farbreagenz: 4-Dimethylaminobenzaldehyd 10,0 g
Perchlorsaure (60 %) 35,0 ml
2-Propanol 65,0 ml
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3.3 Chromatographische und Spektroskopische Verfahren

3.3.1 Gaschromatographie (GC)

M GC-1

Zur qualitativen ldentifizierung der durch die Gaschromatographie (GC) getrennten
Alditolacetate wurden die Retentionszeiten mit denen von Standard-Substanzen
verglichen. Mit Hilfe dieser Standards wurden ebenso Response-Faktoren fur die
quantitative Auswertung der einzelnen Neutralzucker ermittelt. Als interner Standard
diente dabei myo-Inositol. Nach Korrektur der ermittelten Peakflachen wurden die
prozentualen Anteile der Neutralzucker Uber die Methode des internen Standards

berechnet. Tabelle 57 gibt die ermittelten Response-Faktoren wieder.

Neutralzucker Response-Faktor
Rhamnose 1,303
Fukose 1,162
Arabinose 1,015
Xylose 1,069
Mannose 1,082
Galaktose 1,097
Glukose 1,164
myo-Inositol 1

Tab.57: Response-Faktoren der gaschromatographischen Untersuchungen
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Die Alditolacetate wurden nach steigender Retentionszeit in folgender Reihenfolge

eluiert;
Desoxyhexosen:
Pentosen:
Hexosen:
Standard:

Gerate und Materialien

GC:

Saule:

Tragergas:

Flussrate:

Injektor:

Injektionsvolumen:

Temperatur:

Detektor:

Software:

Rhamnose (Rha), Fukose (Fuk)
Arabinose (Ara), Xylose (Xyl)
Mannose (Man), Galaktose (Gal), Glukose (Glc),

myo-Inositol (Ino)

HP 5890 Series II; Fa. Hewlett Packard, USA und
HP 6890 Plus Series; Fa. Hewlett Packard, USA

WCOT-Kapillarsaule (Fused Silica);
Permabond OV-225-0.25; L 25 m, ID 0,25 mm;
Fa. Macherey & Nagel, Diren

N2

1 ml/min

240 °C, Split 1:30

1 ul

230 °C (isotherm)

FID 240 °C

Programm HP 3365 Ser.ll Chemstation
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M GC-2

Die Derivatisierung der einzelnen Aminosauren erfolgte mit Hilfe des EZ:faast®Kits der
Firma Phenomenex. Die Aufarbeitung der Probe besteht aus einer Festphasenextraktion
der Aminosauren, gefolgt von dem Derivatisierungsprozess und einem
Flussigextraktionsschritt [98]. Die derivatisierten Proben wurden nachfolgend
gaschromatographisch vermessen. Die qualitative Bestimmung erfolgte Uber den
Vergleich von Retentionszeiten der Probe zu denen von mitgelieferten Standards. Eine
quantitative Bestimmung konnte mit dieser Methode nicht durchgefuhrt werden, da weder
Korrekturfaktoren fir die Peakflachen mit einer akzeptablen Standardabweichung
ermittelt werden konnten noch eine Kalibriergerade mit ausreichender Linearitat erstellt

werden konnte.
Durchfiihrung

5 mg AGP wurden in 1 ml 6 molarer Salzsaure hydrolysiert (22 Stunden, 110 °C, unter
N2). Nach dem Abkuhlen der Probe wurden die verkohlten Kohlenhydrate abzentrifugiert
(5.000 g, 10 min.). Der Uberstand wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
einrotiert. Das einrotierte AGP-Hydrolysat wurde in 100 pyl dem. Wasser aufgenommen
und mit 200 pl Reagenz 2 auf einen pH-Wert von 1-2 eingestellt. 25 pl dieser Losung
wurden mit 100 pl Reagenz 1 gemischt. Die Losung wurde mindestens 1 min. durch die
Pipettenspitze mit Trennmaterial gezogen, an das die vorhandenen Aminosauren
adsorbierten. Das Trennmaterial wurde mit 200 pl dem. Wasser gewaschen und
anschlielfend mit 200 pl einer 3:2-Mischung von Reagenz 3a und 3b aus der Pipette
gespult. Mit dem Mikrodispenser wurden 50 pl Reagenz 4 zur Probe gegeben und 5-8 s
mit Hilfe des Vortexers emulgiert. Die Probe wurde 2 min. stehen gelassen und erneut
5 s durchmischt. 100 yl Reagenz 5 wurden mit dem Mikrodispenser zugegeben, die
Mischung 5 s durchmischt und 1 min. stehen gelassen. 100 ul Reagenz 6 wurden
zugegeben und 5 s durchmischt. Die Losung trennte sich in eine hydrophile und eine
organische Phase. Die organische Phase wurde abgetrennt und zur sofortigen

Vermessung am GC verwendet.
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Reagenzien, Materialien und Gerate

Reagenz 1 Interner Standard (Norvalin, 200 pmol/l)
Reagenz 2 Natriumcarbonat-Losung

Reagenz 3a Komponente 1 des Elutionsmediums
Reagenz 3b Komponente 2 des Elutionsmediums
Reagenz 4 Organische Losung |

Reagenz 5 Organische Lésung Il

Reagenz 6 Saure Losung

SD Aminosaure-Standardlosung

(Konz. der Aminosauren: je 200 umol/l, Pro und Hyp je1 mmol/l)

Pipettenspitzen mit Trennmaterial (Adsorbens)
Mikrodispenser (20-100 ul)
Spritzen 0,6 ml/ 1,5 ml

GC: HP 6890 Plus Series Fa. Hewlett Packard, USA
Splitinjektor: Splitverhaltnis 1:15, 250 °C, 2,5 pl
Trennséaule: Zebron® ZB-HAAC Amino Acid Column;

10 m x 0,25 mm Fa. Phenomenex, Torrance, USA

Tragergas: Helium

Tragergasgeschwindigkeit: 60 kPa

Temperaturprogramm: 110 °C, 30 °C/min auf 320 °C, 1 min. halten
Detektor: FID, 320 °C
Software: Programm HP 3365 Ser.ll Chemstation
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M GC-MS

Nach der vollstandigen Methylierung der Proben wurde eine GC-gekoppelte
Massenspektrometrie (GC-MS) durchgefuhrt. Die qualitative Identifikation der PMAAs
erfolgte durch Vergleich ihrer Retentionszeiten im Totalionenchromatogramm (TIC) sowie
durch Analyse ihrer Massenspektren und dem Vergleich dieser Spektren mit denen
bekannter PMAAs aus einer in der Arbeitsgruppe erstellten Spektrenbibliothek. Die
Auswertung der Spektren wurde mit Hilfe der HP G 1034 C-Software fur MS Chemstation
durchgefuhrt.

Gerate und Materialien

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

Saule: Permabond OV-1701

WCOT-Kapillarsaule (Fused Silica)
Fa. Macherey & Nagel, Diren L 25 m, ID 0,25 mm

Tragergas: Helium
Flussrate: 0,7 ml/min
Splitverhaltnis: 1:35
Injektionsvolumen: 0,5-1 pl

Temperaturprogramm: 2 min. 170 °C, 1 °C/min auf 210 °C,
10 min. 210 °C isotherm
Injektor 250 °C

EI-MS: HP MS Engine 5898A; Fa. Hewlett Packard, USA
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3.3.2 Gelpermeationschromatographie (SEC)

M GPC

Die GPC (Gelpermeationschromatographie), hier speziell die Grolenausschluss-
Chromatographie (size-exclusion-chromatography), trennt Makromolekule anhand ihrer

Molekulgrofe.

Durchfihrung

Das Rudbeckia-AGP wurde im Eluenten (NaCl-Losung 0,1 % (m/V)) geldst, filtriert
(Celluloseacetat-Spritzenfilter, Poren-& 0,45 ym, Fa. Nalgene) und auf die Saule
aufgetragen. Die Kalibrierung der Saule zur Ermittlung der hydrodynamischen Volumina
der Probefraktionen erfolgte mit Verbindungen bekannter Molekulargewichte. Da
verzweigte Polysaccharid-Standards leider nicht erhaltlich sind und Proteine weit weniger
als Standards fur Polysaccharide geeignet waren, wurden Pullulane (Polymaltotriosen,
gewonnen aus Aureobasidium pullulans) verwendet, die im Gegensatz zu AGPs linear

gebaut sind und deshalb keinen idealen Standard darstellen (Tab.58).

Pullulane nominelles MW
P10 12.200
P20 23.700
P100 100.000
P200 186.000
P400 380.000
P800 853.000

Tab.58: Pullulan-Standards zur Ermittlung einer Kalibriergeraden
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Gerate und Material:

Saule: Sephacryl S-400 HR, XK 16/60
Material: hydrophile Dextran-/Bisacrylamid-Matrix;
Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden
Lange 60 cm, @ 1 cm
Trennbereich fir globulare Proteine: 20.000 — 8 Mio. Da
Trennbereich fur Dextrane: 10.000 — 2 Mio. Da

Eluent: 0,1 M Natriumchlorid-Lésung mit 0,05 % Natriumazid; filtriert
(Filtrationseinheit Sartorius; 0,1 ym Filter) und entgast
(Ultraschallbad und Online-Vakuumentgaser;

Fa. Knauer, Bad Homburg)

Pumpe: HPLC-Pumpe 64 Fa. Knauer, Bad Homburg
Flussrate: 1 ml/min

Injektionseinheit: V7-Valve Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden
Injektionsvolumen: 1 ml

Detektoren: RI-Detektor ERC-7515 A Fa. Erma, Tokio, Japan

Parameter: Range 2, response slow, Temperatur 40 °C
MALLS-Detektor miniDAWN
Fa. Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, USA

Software: ASTRA for Windows 4.70.07
Parameter: dn/dc = 0,145 ml/g [99]
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3.3.3 Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC)

M HPLC-1 (quantitative HPLC-Bestimmung von Aminosauren)

5 mg Rudbeckia-AGP wurden in 1 ml 6 molarer Salzsaure hydrolysiert (22 Stunden,
110 °C, unter N,). Nach dem Abkihlen der Probe wurden die verkohlten Kohlenhydrate
abzentrifugiert (5.000 g, 10 min.). Der Uberstand wurde am Rotationsverdampfer bis zur
Trockne einrotiert. Das einrotierte Aminosaure-Hydrolysat wurde in Pufferldsung
aufgenommen, 30 min. stehen gelassen, damit nicht geldste Partikel sedimentierten, und

der Uberstand fiir die Bestimmung verwendet.

Gerate und Materialien:

Gerat: Aminosauren-Analysator A100 (K-044-02)
Trennsaule: TS 56

Vorsaule: V51

Flussrate: 0,2 ml/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Detektionsmethode: Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin

A =560 nm und 440 nm

Software: aminoPeak 2.09

Standard: interner Standard 100 nmol/ml Norleucin
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M HPLC-2

Eine Probe (10 pl), des durch die Methode M Iso-Lipo hergestellten Extrakts, wurde Uber
einen Autosampler in die HPLC eingespritzt.

Gerate und Materialien

Saule: Hibar LiChroCART® 125-4 mit LiChrospher®© 100 RP-18, 5 ym

und Vorsaule LiChroCART® 4-4 mit demselben Fillmaterial

(beides von Fa. Merck, Darmstadt)

Autosampler WISP 710B Fa. Waters (Milford, MA 01757, U.S.A)
Eluenten: A: dem. Wasser

B: Acetonitril
Gradient: A: 60-20 % linear in 30 min.

B: 40-80 % linear in 30 min.

Flussrate: 0,5 ml/min
Elutionsvolumen: 10 pl

Pumpe: Waters W 600E
Detektor: Waters 2996 PDA

200-400 nm (res 1,2 nm)

Software: Empower Fa. Waters (Milford, MA 01757, U.S.A)
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M HPLC-MS

HPLC:

Saule:

Eluenten:

Gradient:

Massenspekrometer:

lonisation:

m/z scan:

HP 1100 binary pump with degasser,
Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn

Hibar LiChroCART® 125-4 mit LiChrospher© 100 RP-18, 5 ym
und Vorsaule LiChroCART® 4-4 mit demselben Fullmaterial

(beides von Fa. Merck, Darmstadt)

A:dem. Wasser  + 0,1 % Essigsaure

B: Acetonitril + 0,1 % Essigsaure

A: 60-20 % linear in 30 min.
B: 40-80 % linear in 30 min.

Esquire LC ion trap , Fa. Bruker (Bremen)

Elektrospray (ESI) pos. lon detection

100-1200 Th

3.3.4 Infrarotspektroskopie

MIR

Gerat:

Messbereich:

Probe:

Perkin EImer FT IR PC1600, Fa. Perkin Elmer Life & Analytical

Sciences, Rodgau-Jugesheim

400 cm™ — 4000 cm™”

Vermessung als KBr-Prel3ling
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3.3.5 Dunnschichtchromatographie (DC)

Mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie wurden die hydrophilen sowie die lipophilen
Fraktionen von Rudbeckia hirta und Echinacea purpurea untersucht. Einerseits wurde
versucht, Alkamide zu identifizieren, fur die eine immunmodulatorische Wirkung diskutiert
wird, andererseits wurden Unterschiede im Flavonoid-Muster gesucht, um darUber

zuklnftig Abgrenzungen zu anderen Arten vornehmen zu kénnen.

M DC-1 und M DC-2

Gerate und Materialien

Stationare Phase: DC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fs4 (20x20 cm)
Schichtdicke 0,25 mm Fa. Merck, Darmstadt

Mobile Phase: M DC-1: n-Hexan 60
Ethylacetat 40
M DC-2: dem. Wasser 10
Essigsaure 10
Ethylmethylketon 30
Ethylacetat 50
Durchfihrung: Die Entwicklung erfolgte bei beiden Methoden in einer DC-

Kammer ohne Kammersattigung
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Detektion:

1. Direktauswertung: Fluoreszenzminderung bei
UV 254 nm
2. nach Bespruhen mit Detektionsreagenzien:

M DC-1: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz

0,5 ml Anisaldehyd wurden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol
und 5 ml konzentrierter Schwefelsaure unter Eiskihlung in der
angegebenen Reihenfolge gemischt. Nach kraftigem
Besprihen der DC-Platte wurde diese etwa 5-10 min bei

100 °C erhitzt. Die Auswertung erfolgte bei Tageslicht.

M DC-2: Naturstoffreagenz (NST) A nach Neu

Losung A: 1 %ige Losung von Diphenylboryloxy-ethylamin
(NST) nach Neu in Methanol.

Losung B: 5 %ige Ldésung von Polyethylenglykol-4000
(PEG) in Ethanol

Die entwickelte DC-Platte wurde zuerst mit Lésung A und nach
dem Trocknen des Reagenzes zur Erhohung der
Nachweisempfindlichkeit mit Losung B bespruht. Die
Auswertung erfolgte nach 30 Minuten im Tageslicht und im
UV-Licht bei 365 nm.
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3.3.6 Kernresonanzspektroskopie

M *C-NMR und M "H-NMR

Durchfihrung

Aufgrund der schlechten Ldéslichkeit von Rudbeckia-AGP (10 mg/ml) in D,O, wurde die
Probe 30 min. im Ultraschallbad behandelt. Die Auswertung der Spektren erfolgte durch
Vergleich der chemischen Verschiebungen mit Literaturdaten [100, 101, 102, 103, 104].
Als interner Standard wurde Dioxan verwendet.

Gerate und Materialien

Gerat: Kernresonanzspektrometer ARX 300

Fa. Bruker, Rheinstetten
Temperatur: 300 K (thermostatisiert)
3C-NMR-Spektroskopie
CPD (Protonen entkoppelt)
Messfrequenz: 75,47 MHz
Interner Standard: Dioxan (& = 66,1 ppm)

'H-NMR-Spektroskopie

Messfrequenz: 300,13 MHz
Interner Standard: Dioxan (& = 3,76 ppm)
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3.4 Pharmakologische Untersuchungen

3.4.1 Lymphozyten-Proliferationstest (LPT)

M LPT
Durchfiihrung

Durch den Einbau von *H-markiertem Thymidin in neusynthetisierte DNA wurde die
Proliferationsrate von Milzzellen aus C3H/HedJ-, NMRI- und Balb/c-Mausen ermittelt.
Dazu wurden den durch COs-Inhalation getdteten Testmausen unter aseptischen
Bedingungen die Milzen entnommen. Nach dem Dispergieren und der Ubernahme auf
ein Kulturmedium wurden die Zellen auf eine definierte Dichte eingestellt. Die Testung
erfolgte auf einer Mikrotiterplatte in vier parallelen Ansatzen. Die Zellen wurden mit
Rudbeckia-AGP in verschiedenen Konzentrationen bzw. mit Referenzmitogenen
[Lipopolysaccharide (LPS, 30 ug/ml), Concanavalin A (ConA, 2 ug/ml),
Phytohamagglutinin (PHA, 10 ug/ml)] 48 Stunden inkubiert (Brutschrank 37 °C, 5 %
CO,), anschlieRend mit *H-markiertem Thymidin versetzt und weitere 24 Stunden
inkubiert. Nach der Ernte der Milzzellen und dem Auswaschen der nicht eingebauten
Markierung, wurde die Radioaktivitat (cpom) im Szintillationszahler gemessen. Die Menge
des eingebauten Thymidins ist direkt proportional zu der im Markierungszeitraum
erfolgten DNA-Synthese und damit zur Proliferationsrate der Zellen [105]. Aus den cpm-
Werten der Vierfachbestimmungen wurde der arithmetische Mittelwert berechnet und der
Stimulationsindex (Sl) (Abb.46) als Maly fur die immunstimulatorische Aktivitat nach

folgender Formel berechnet [92].

cpm behandelte Kulturen
Sl=

cpm unbehandelte Kulturen

Abb.46: Formel zur Berechnung des Stimulationsindex (SI) fiir die immunstimulatorische Aktivitat von
Rudbeckia-AGP
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3.4.2 Bestimmung der IgM-Produktion
M IgM
Durchfiihrung

Mausmilzzellen wurden auf eine Dichte von 7,5x10° ¢/ml eingestellt. Pro 1 ml Suspension
wurde 1 ml Rudbeckia-AGP-Losung in unterschiedlichen Konzentrationen in die
Kavitdten einer Mikrotiterplatte pipettiert und 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde LPS (30 upg/ml), als Negativkontrolle das
entsprechende Volumen an Zellkulturmedium eingesetzt. Der Gehalt an IgM in den

Zellkulturiberstanden wurde mit Hilfe eines einfachen Sandwich-ELISAs bestimmt [92].
3.4.3 Zytokininduktion (IL-6, TNF-a, GM-CSF und IFN-y)

M Zytokine

Durchfihrung

Maus-Makrophagen koénnen durch Inkubation mit einem Aktivator zur vermehrten
Zytokinausschuttung aktiviert werden [78]. Die Milzen von ca. 30 g schweren Mausen
wurden nach Standardvorschrift (Schaper und Brimmer GmbH) aufgearbeitet und auf
7,5x106 c/ml in Zellkulturmedium eingestellt. AnschlieBend wurden die Zellen in 24er
Zellkulturplatten ausgesat (1 ml/well) und mit jeweils 1 ml AGP-Lésung versetzt
(4 Parallelmessungen). Als Positivkontrolle wurde LPS (30 pg/ml) bzw. LPS
(30 pg/ml) sowie ConA (2 pg/ml) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente das
Zellkulturmedium ohne weitere Zusatze. Nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden Inkubation
bei 5 % CO, und 37 °C wurden die Uberstande abgenommen, gepoolt, abzentrifugiert
und eingefroren. Die Aktivitat der Zytokine IL-6, TNF-a, GM-CSF und IFN-y wurde im
Kulturiberstand mit Hilfe spezifischer Bioassays (ELISA-Kits, Duo-Set R&D) bestimmt
[92].
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3.4.4 Bestimmung der NO;™ -Produktion
M Nitrit

Durchfihrung

Zur Testung wurden alveolare Maus-Makrophagen (MH-S) in Zellkultumedium auf eine
Dichte von 1x10° ¢/ml eingestellt [92]. Je 100 pl Suspension wurden in die Kavitaten
einer Mikrotiterplatte pipettiert und 2 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Anschlieend wurde mit je 100 yl AGP-L6sung in unterschiedlichen Konzentrationen
48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Als Negativkontrolle wurde nur das
Zellkulturmedium verwendet, als Positivkontrolle diente ein Gemisch aus LPS und IFN-y
(5 + 1 ng/ml). AnschlieRend wurde in den Zellkulturiberstanden die Konzentration des

stabilen Oxidationsproduktes Nitrit mit Hilfe des Griess-Assays [106] bestimmt.
3.4.5 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
M ELISA-Poly und M ELISA-Mono

Im ELISA wurde die Kreuzreaktivitdt des Rudbeckia-AGP gegen Echinacea-AGP-
Antikorper (AK) getestet. Hierfur standen sowohl eine polyklonale AK-Praparation
(Fa. Charles River, Killegg) als auch ein monoklonaler AK (4B8D3 Herk. Frankfurt) zur
Verflgung.

Fiir beide ELISAs verwendete Gerate und Materialien:

Brutschrank: Elektronisch geregelter Warmeschrank BE 200
Fa. Memmert, Schwabach

ELISA-Platten: 96-well Nunc Immuno® Plates Maxisorp ® Surface
Fa. Nunc, Roskilde Danemark

Washer: Tecan® Columbus Plus

Reader: Tecan® Spectra Thermo

Fa. Tecan Group Ltd., Maennedorf, Schweiz
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M ELISA-Poly

Die Mikrotiterplatten wurden mit 100 pl AK-Lésung (Anti-AGP Elution Q; Verdunnung
1:1000 in PBS-Puffer pH 7,4) pro Kavitat tGiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Am nachsten
Tag wurden die beschichteten Platten dreimal mit PBS-Puffer (+0,5 % Tween 20)
gewaschen. Freie Bereiche wurden mit 200 pl/Kavitat 1 %iger BSA in PBS-Puffer
blockiert (2 Stunden, 36 °C). Ungebundene Anteile wurden durch erneutes Waschen
entfernt. Mit dem AGP aus Rudbeckia hirta wurden Verdlinnungen von 1-100 ug/ml
hergestellt und anschlielend je 50 ul dieser Verdinnungen in eine Kavitat der Platte
pipettiert (Doppelbestimmung). Nach 1,5 Stunde Inkubation bei 36 °C wurden die Platten
erneut gewaschen, mit 100 pl/Kavitat Anti-AGP Elution Q (Verdunnung 1:250 in PBS,
konjugiert mit alkalischer Phosphatase) beschichtet und 1 Stunde bei 36 °C inkubiert.
Uberschiissiger AK wurde durch Waschen entfernt. Nach Zugabe von 100 pl/Kavitat
Substratldsung (p-Nitrophenylphosphat: 0,1mg/ml in 0,2 M Tris-Puffer) wurde die
Absorption bei 405 nm gegen 690 nm nach 30 min. gemessen.

M ELISA-Mono

Die Mikrotiterplatten wurden mit 100 ul Echinacea purpurea-AGP-Lésung (5 pg/ml in
PBS-Puffer pH 7,4) Uber Nacht bei 36 °C mit offenem Deckel zum Antrocknen
beschichtet. Am nachsten Tag wurden die beschichteten Platten dreimal mit PBS-Puffer
(+ 0,5 % Tween 20) gewaschen. Freie Bereiche wurden anschlieBend mit 200ul/Kavitat
1 %iger BSA in PBS-Puffer blockiert (2 Stunden, 36 °C), vorhandene ungebundene
Anteile wurden durch erneutes Waschen entfernt. Es wurden mit Rudbeckia-AGP
Losungen in Konzentrationen von 1-100 pg/ml hergestellt. Je 100 pl dieser
Verdunnungen wurden mit 100 pl Losung des monoklonalen AKs (Verdinnung 1:500 in
PBS) gemischt und 2 Stunden bei 36 °C inkubiert. Pro Kavitat wurden schlieRlich 50 pl
AGP-AK-Mischung pipettiert (Doppelbestimmung), und die Platte kurz geschittelt. Nach
Inkubation (1,5 Stunden, 36 °C) wurde der Detektorantikorper (100 pl/Kavitat) zugegeben
(Anti-Maus-IgG, markiert mit alkalischer Phosphatase, Verdiunnung 1:1000 in PBS) und 1
Stunde bei 36 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 100 pl/Kavitat
Substratlésung (s. M ELISA-Poly) zupipettiert. Die Absorption wurde bei 405 nm gegen

690 nm nach 30 min. gemessen.
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3.4.6 Komplement-Test (klassischer Signalweg)

M K-klassisch

Hammelerythrozyten (50 %ig in Alseverldsung) > Institut Virion, Wurzburg
Ambozeptor > Institut Virion, Wirzburg
Veronalpuffer (pH 7,3 £ 0,1) . Institut Virion, Wurzburg

0,145 M Natriumchlorid

1,82 mM Barbital-Na

3,12 mM Barbital

0,25 mM Calciumchlorid

0,83 mM Magnesiumchloridhexahydrat

Erythrozytenaufbereitung

5 ml der Hammelerythrozytensuspension (50 %ig in Alseverldsung) wurden dreimal mit
Kochsalzlésung 0,9 % (m/V) und einmal mit Veronalpuffer (pH 7,3 £ 0,1) gewaschen
(1.000g, 10 min., 20 °C). AnschlieRend wurden die Erythrozyten in 5,0 ml Veronalpuffer
aufgenommen. 0,2 ml dieser Suspension wurden mit 2,8 ml Wasser (reinst.) versetzt und
die optische Dichte des Hamolysates nach Zentrifugation (1.000g, 10 min., 20 °C) bei
541 nm im Photometer bestimmt. Die Absorption der Uberstehenden Flussigkeit sollte
0,62 + 0,01 betragen. Um diesen Wert einzustellen, kann die Suspension mit Veronal-

puffer nach folgender Gleichung verdinnt werden:

V¢ = Endvolumen
v VitA Vi = Ausgangsvolumen
- 0,62 A = Absorption der urspruinglichen

Suspension bei 541 nm

Die so eingestellte Suspension enthalt ca. 1 *10° Erythrozyten/ml und kann bei 4 °C tber
einen Zeitraum von 24 h gelagert werden. Zur Herstellung der Gebrauchsverdiinnung
wurde diese Suspension 1:4 mit Veronalpuffer verdinnt, so dal3 eine Suspension mit

einer Konzentration von 2,5 * 10 Erythrozyten/ml entstand.
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Herstellung der Komplementverdiinnung

Die optimale Konzentration der Komplementquelle kann dadurch ermittelt werden, dal}
man den KMTyss. in Gegenwart steigender Konzentrationen von Meerschweinchen-
komplement bzw. HPS durchfuhrt. Fir die anschlieBende Testung muss eine
Konzentration gewahlt werden, die im Bereich um ca. 50 % der Totalhamolyse liegt.
Diese Verdunnung wurde mit Veronalpuffer zubereitet und ist vor jedem Test frisch

herzustellen.

Herstellung der ,,sensitivierten“ Erythrozytensuspension

Die gebrauchsfertige Erythrozytensuspension (2,5 *10® Erythrozyten/ml) wurde mit dem
gleichen Volumen einer Ambozeptorlésung 15 min. bei RT unter leichtem Schitteln
inkubiert. Die Ambozeptorlosung erhalt man durch Verdinnen (1:2.500) der

Stammlésung mit Veronalpuffer. Auch sie wurde frisch hergestellt.

Testdurchfuhrung

In die ,Wells® einer V-Mikrotiterplatte wurden 75 pl Probe (Testsubstanz gelost in
Veronalpuffer) vorgelegt und mit 25 yl Komplementverdinnung versetzt. Nach 0, 30 und
60 min. Inkubation bei 37 °C wurde pro ,Well“ 50 pul der ,sensitivierten®
Erythrozytensuspension (1,25 *10° Erythrozyten/ml) zupipettiert und anschlieRend
weitere 45 min. bei 37 °C stehen gelassen. Nach Zentrifugation der Platte (1.000g, 15
min., 4 °C) wurden 100 ul des Uberstandes in eine F-Mikrotiterplatte Gberfiihrt. Nach
Zugabe von 100 ul Wasser (reinst.) pro ,Well“ wurde die Platte bei 405 nm im ELISA-
Reader vermessen. Zur Quantifizierung des Hemmeffektes wurde aus drei
Einzelmessungen die mittlere Extinktion bestimmt und ins Verhaltnis zu Positivkontrolle
gesetzt. Bei der Positivkontrolle (0 % Hemmung) wurde die Probe durch Veronalpuffer
ersetzt. Im Gegensatz dazu wurde bei der Negativkontrolle (100 % Hemmung)

Poolserum verwendet, das zuvor bei 56 °C fir 30 min. hitzeinaktiviert wurde.

3.4.7 Komplement-Test (alternativer Signalweg)

M K-alternativ

Kaninchenerythrozyten (50 %ig in Alseverlosung) : Charles River, KiRRlegg
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EGTA-Veronalpuffer (EGTA-VB)

0,142 M Natriumchlorid

4,95 mM 5, 5-Diethylbarbitursaure

5,0 mM Magnesiumchlorid

8,0 mM Ethylenglykol-bis(2-aminoethyl)-N, N, N', N'-
tetraessigsaure (EGTA)

mit 0,1 M NaOH auf pH 7,2 einstellen

Erythrozytenaufbereitung

Die gebrauchsfertige Kaninchenerythrozytensuspension wurde analog zur Aufbereitung
der Hammelerythrozyten im KMTy.ss. hergestellt. Anstelle des Veronalpuffers wurde
EGTA-VB verwendet. Die gebrauchsfertigen Kaninchenerythrozytensuspensionen haben

eine Konzentration von 1,25 *10° Erythrozyten/ml und sind bei 4 °C fiir 24h stabil.

Herstellung der Komplementverdiinnung
Als Komplementquelle diente HPS, das nach dem Auftauen bei RT 1:1 mit EGTA-VB

verdunnt wurde. Diese Verdunnung wurde vor jedem Test frisch hergestellt.

Testdurchfiihrung

In den ,Wells® einer V-Mikrotiterplatte wurden 75 ul Probe (Testsubstanz geldst in EGTA-
VB) vorgelegt und 50 ul Erythrozytensuspension (1,25 *108 Erythrozyten/ml) zugegeben.
Direkt im Anschluss wurde 25 pl Komplementverdinnung (50 % HPS) hinzugefiigt und
die Platte 45 min. bei 37 °C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (1.000g, 20 min.,
4 °C) wurden 100 pl des Uberstandes in die ,Wells“ einer F-Mikrotiterplatte Gberfihrt, mit
100 pl Wasser (reinst.) gemischt und bei 405 nm im ELISA-Reader vermessen. Die
Werte der Positivkontrolle (0 % Hemmung) wurden mit EGTA-VB anstelle der Probe
ermittelt. Bei der Negativkontrolle (100 % Hemmung) wurde hitzeinaktiviertes Poolserum
(56 °C, 30 min.) verwendet. Die Quantifizierung des Hemmeffektes erfolgte analog zum
klassischen KMT.
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3.5 Sonstige Methoden

3.5.1 Speichel-Magen-Darm Modell
M GIT
Die hier verwendete qualitative und quantitative Zusammensetzung der Verdauungssafte

bezient sich auf den DIN  Entwurf 19738
Resorptionsverfugbarkeit von organischem und anorganischem Schadstoffen aus

(,Bodenbeschaffenheit -

kontaminiertem Bodenmaterial®) aus dem Mai 2000. In den Tabellen 59-61 sind die
organischen sowie anorganischen Bestandteile der kunstlichen Verdauungssafte

aufgeflhrt.

Speichel pro 100 ml [mg]
NaCl 100
NaSCN 3000
Na,SO, 3000
NaHCO; 100
KCl 150
KH,PO4 200
CaCl, 50
Mucin 75
a-Amylase 25
Harnstoff 10
Harnséure 1
Magen pro 100 ml [mg]
NaCl 290
KClI 70
KH,PO4 27
HCI nach Bedarf bis pH 1
Pepsin 100
Mucin 300
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Darm pro 100 ml [mg]
KCl 30
CaCl, 50
MgCl, 20
NaHCO; 100
Trypsin 30
Pankreatin 900
Galle (lyoph.) 900
Harnstoff 30

Tab.59-61: Zusammensetzung der kiinstlichen Verdauungsséfte nach DIN Entwurf 19738
Durchfuhrung

Sowohl das aus Gummi arabicum isolierte AGP als auch Rudbeckia-AGP wurde in dem.
Wasser in einer Konzentration von 10 mg/ml gelést. 100 pl dieser Losungen wurden mit
900 ul der jeweiligen klnstlichen Verdauungssafte bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die
Inkubationszeiten und pH-Werte sind in Tabelle 62 aufgefuhrt. Zur Herstellung der
Subtilisin-Losungen wurden entweder 1 mg Subtilisin, bzw. 10 mg Subtilisin in 1 ml dem.

Wasser gelost.

Inkubationszeit [min.] pH-Wert Temperatur
Speichel 15 7.4 37°C
Magen 30 1 37°C
Darm 60 8,5 37°C
Subtilisin 15 7 37°C

Tab.62: Parameter der AGP-Verdauung (Zeit, pH-Wert, Temperatur)
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Materialien
Protease Subtilisin Carlsberg Typ VIII: bacterial Bacillus lichenformis
(Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
Pepsin vom Schwein
(Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)
Trypsin aus dem Rinderpankreas
(Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)
Pankreatin aus dem Schweinepankreas
(Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
Mucin Type I, partiell gereinigt aus dem Schweinemagen
(Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
Gallenextrakt gefriergetrocknet aus der Schweinegalle
(Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
a-Amylase Typ VI-B aus dem Schweinepankreas
(Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
Albumin aus Rinderblut

(Fa. Riedel-de-Haen, Seelze)
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3.5.2 Geldiffusionstest

M Diff

Im Geldiffusionstest wurde die Reaktion unterschiedlicher Proben mit dem
R-D-Glucosyl-Yariv-Reagenz getestet. Der Geldiffusionstest diente sowohl zum
qualitativen Nachweis von AGPs in Probematerialien als auch zur Uberpriifung der

Reaktion partieller Abbauprodukte von AGPs mit dem Yariv-Reagenz.

Durchfihrung

Agarosegel 1 % Agarose in 10 mM Tris-Puffer pH 7,3 mit
0,9 % Natriumchlorid und 1 mmol Calciumchlorid

pH-Einstellung mit 0,2 M Salzsaure

20 ml des autoklavierten Gels wurde mit einer autoklavierten Messpipette in eine sterile
Petrischale mit einem Durchmesser (d) von 9 cm ausgegossen. AnschlieRend wurden in
das Gel funf Locher mit einem Durchmesser von 4 mm im Abstand von
0,5 cm gestanzt, wobei sich das flnfte Loch in der Mitte befand (Abb.47). Die Lécher
wurden mit 20 pl Probelosung in unterschiedlichen Konzentrationen, bzw. mit 20 ul Yariv-
Losung (1 mg/ml) befullt. Proben- und Yariv-Losung diffundierten im Gel Uber einen
Zeitraum von mind. 24 Stunden aufeinander zu. Bei Anwesenheit von AGPs im

Probematerial entstanden rote Prazipitationsbanden

Abb.47: Schemazeichnung des prinzipiellen Aufbaus des Geldiffusionstests
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3.5.3 SDS-Page

M SDS1 und M SDS2

Zur Ermittlung der Degradation der AGPs durch das menschliche Verdauungssystem
wurden verschiedene SDS-PAGEs durchgeflihrt. Die Zusammensetzung des Gels war

bei beiden Methoden gleich und ist nachfolgend aufgefuhrt.

Gerate und Materialien

Elektrophoreskammer Protean Il Slab Cell (Fa. BioRad, Richmond)
Trenngel 7,5% Sammelgel
Sammelgelpuffer ~  —emeeeee 5,0 ml
Trenngelpuffer 14m e
Acrylamid 7,0 ml 1,2 ml
Wasser 6,9 ml 3,7 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml
APOD 0,1 mi 0,03 ml
Sammelgelpuffer Tris/HCI 7,579
SDS 0,5¢
Aqua bidest ad 250 ml

auf pH 6,8 einstellen mit HCI

Trenngelpuffer Tris/HCI 22,72 g
SDS 0,59
Aqua bidest ad 250 ml

auf pH 8,8 einstellen mit HCI

Acrylamid Acrylamid 304g
Bisacrylamid 0,8¢g
Aqua bidest ad 100 ml

entspricht Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) Fa. Roth, Karlsruhe
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TEMED N,N,N-Tetramethylethylendiamin

APOD Ammoniumperoxodisulfat 200 mg
Aqua bidest 1ml

Probenauftragspuffer/ Trenngelpuffer pH 8,8 2,5ml
Inkubationsmix 2% (G/V) SDS 0,2¢g
10 % (G/V) Glycerol 1 ml

5 % (G/V) 2-Mercaptoethanol 500 pl
0,001 % (G/V) Bromphenolblau 10 pl 10 %ige Stammlsg.

Aqua bidest. ad 10ml
Elektrodenpuffer 25 mM Tris/HCI (121,14) 15,14 g

0,1 % (G/V) SDS 5049

195 mM Glycin (75,07 g/mol) 72,07 g

Aqua bidest. ad 5000 ml

auf pH 8,3 einstellen mit HCI

Coomassie-Farbung Coomassie Br. Blue R 250 29
Isopropanol 250 mi
Eisessig 100 ml
Aqua bidest. 650 mi

entspricht Rothiphorese Blau R 250 (Fa. Roth, Karlsruhe)

Entfarber Isopropanol 250 ml
Eisessig 250 ml
Aqua bidest 1500 ml

Yarivfarbung Yariv 130 mg
NaCl 1,14 g
Aqua bidest. 130 mi

Yariv Entfarber NaCl 5 % 40 ml
Aqua bidest. 1960 ml
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Durchfiihrung

M SDS1

50 ul der vorbereiteten Probe wurde im 1 ml Reaktionsgefal® mit 50 pl Inkubationsmix 5
min. aufgekocht. In die mit Elektrodenpuffer beflllten Probentaschen wurden 8pl
Proteinstandard/Marker bzw. 10 yl Probe aufgetragen. Die Auswertung der SDS-PAGE

erfolgte nach einer Coomassie-Farbung Uber Nacht und anschliel3ender Entfarbung.

M SDS2

50 ul der vorbereiteten Probe wurde ebenfalls im 1 ml Reaktionsgefald mit 50 pl
Inkubationsmix 5 min. aufgekocht. In die mit Elektrodenpuffer befillten Probentaschen
wurden, wie in der Methode M SDS1 8 ul Proteinstandard/Marker bzw. 10 ul Probe
aufgetragen. Zur Auswertung wurde das Gel geteilt. Ein Teil wurde mit Coomassie

angefarbt, wahrend der zweite Teil mit Yariv angefarbt wurde.

SDS Stand1

Standard Molekulargewicht

Myosin, Rind 245 kD
R-Galaktosidase, rek.E.coli 123 kD
Serumalbumin Rind 77 kD
Ovalalbumin 42 kD
Carbonic Anhydrase 30 kD

Trypsin Inhibitor, Soja 25,4 kD
Lysozym, Huhn 17 kD

Tab.63: SDS-Standard 1: Substanzen und Molekulargewichte
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SDS Stand2

Standard Molekulargewicht

MBP-R-Galaktosidase, E. coli 175 kD

MBP-Paramyosin, E. coli 83 kD

Glutamindehydrogenase, Rinderleber 62 kD

Aldolase, Kaninchenmuskel 47.5 kD

Triosephosphatisomerase, , Kaninchenmuskel 32.5kD

Lysozym, Eiweif3, Huhn 16 kD

Aprotinin, Rinderleber 6.5 kD

Tab.64: SDS-Standard 2: Substanzen und Molekulargewichte

3.5.4 Validierung

M Val-Protein

Zur Validierung des Testsystems wurde bovines Serumalbumin mit den kunstlichen
Verdauungssaften verdaut. Dazu wurde eine Losung von Albumin in dem. Wasser in
einer Konzentration von 10 mg/ml hergestellt. 100 pl dieser Probe wurden mit 900 ul
kinstlichem Verdauungssaft versetzt und elektrophoretisch (SDS-PAGE) nach der
Methode M SDS1 bestimmt.

M Val-Amylase

Verschiedene Starkeldsungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,05-2 %
hergestellt. Zur Absorptionsmessung wurden jeweils 10 ml der verschiedenen
Starkeldsungen in einer Messkuvette mit 75 pl lod/Kaliumiodid-Lésung versetzt und am
Photometer (Hitachi U-1100 Spectrophotometer) vermessen. In einer 2zweiten
Versuchsanordnung wurden wiederum 10 ml Starkelosung der verschiedenen
Konzentrationen vorgelegt und mit jeweils 25 mg a-Amylase 30 min. inkubiert. Nach der
anschliellienden Zugabe von lod/Kaliumiodid-Lésung (75 ul) erfolgte die photometrische

Bestimmung bei 600 nm.
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3.6 Allgemeine Gerate

Allgemeine Gerate

Autoklav:

Autotitrator:

Bioblock:

Dialyse-Schlauche:

Gefriertrocknung:

SpeedVac:

Trockenschrank:

Ultraschallbad:

Zentrifugen:

Dampfsterilisator VST 40/60 S, Fa. Zirbus

719 S Titrino, Fa Metrohm, Herisau Schweiz

Bioblock Scientific CODE 92607, Fa. Thermolyne Corp.
Spectra/Por® 4 Regenerated Cellulose Membrane, @ 20 mm,
MWCO 12.000-14.000 Da,

Fa. Spectrum Laboratories Inc.

BETA 1-8 K, Fa. Christ
Freeze Dry System Lyph-Lock 6, Fa. Labconco

Speed Vac® Plus SC 110 A, Fa. ThermoSavant
Typ T 6060, Fa. Heraeus Instruments

Sonorex Super 10P Digital, Fa. Bandelin
Megafuge 1.0, Fa. Heraeus Instruments
Ultrazentrifuge Sigma 3K 30, Fa. Sigma

CS-15 Centrifuge, Fa. Beckman
Biofuge pico, Fa. Heraeus Instruments
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4. Diskussion

Zur Aufkldrung des immunmodulatorischen Potentials von Phytopharmaka sind
verschiedene Untersuchungen notwendig. Als erstes ist zu klaren, ob Einzelsubstanzen
oder die Kombination verschiedener Inhaltsstoffe einer Pflanze fur die Wirkung
verantwortlich sind. Des Weiteren ist die Frage der Absorption des Wirkstoffs bzw. der
Wirkstoffe von Bedeutung, sofern die Beeinflussung des Immunsystems nicht auf
anderem Weg moglich ist. In diesem Zusammenhang ist die Aufklarung einer mdglichen
Degradation der potentiell wirksamen Komponenten durch das menschliche
Verdauungssystem entscheidend, da nur durch diese Kenntnis die Beurteilung von
in vitro / in vivo Untersuchungen der unveranderten, isolierten Inhaltsstoffe sinnvoll ist.
AuRerdem sollten gezielte Veranderungen der moglichen Wirkkomponente Ruckschlusse
auf die Struktur-Wirkungsbeziehung zulassen. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich
auszugsweise mit diesen Problemstellungen und sollte erste Erkenntnisse Uber das
immunmodulatorische Potential der Arzneipflanze Rudbeckia hirta L. liefern. Des
Weiteren soll innerhalb dieser Diskussion ein Vergleich mit anderen pflanzlichen
Immunmodulatoren angestellt werden, um maoglicherweise weitere Erkenntnisse Uber

strukturelle Voraussetzungen zu erhalten.

In der Literatur werden unterschiedliche Substanzen fur die immunmodulatorische
Wirkung pflanzlicher Arzneimittel, wie Echinacea purpurea, Echinacea pallida oder
Baptisia tinctoria diskutiert. In Frage kommen dabei sowohl niedermolekulare Substanzen
wie Alkamide (Alkylamide) [82], Echinacoside [108], Cichoriensaure [81] als auch
hochmolekulare Substanzen wie Glykoproteine [113] oder andere Polysaccharide [109].
Von besonderem Interesse sind aufgrund von in vitro Studien die Gruppe der Alkamide

sowie die der Polysaccharide und hier speziell der Glykoproteine.

Alkamide

Schon fur die Prarieindianer galt bei Echinacea-Arten ein auf das Vorkommen von
Alkamiden zuruckzufuhrender, starker lokalanasthesierender Effekt (,tingling effect®) auf
der Zunge als ein Zeichen guter Drogenqualitat [70]. Spatere Untersuchungen zeigten,

dass Alkamide neben diesem Effekt viele weitere pharmakologische Wirkungen besitzen,
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die teilweise den traditionellen Anwendungen eine rationale Basis geben (s. Kapitel 1.12).
An dieser Stelle soll im Besonderen auf die immunmodulatorischen Eigenschaften der
Alkamide eingegangen werden, mit der die bis heute durchgefihrte Anwendung bei
Erkaltungskrankheiten erklart werden kann. So zeigte Bauer 1989 [81], dass ein
ethanolischer Wurzelextrakt aus den Echinacea-Arten E. angustifolia, E. pallida und
E. purpurea sowohl in vitro als auch in vivo phagozytosestimulierende Eigenschaften
aufweist. Durch weitere Fraktionierung konnte gezeigt werden, dass interessanterweise
besonders der Chloroformextrakt mit einer, gegenuber dem Ethanolextrakt, erhohten
Alkamidfraktion besonders wirksam war. Goel et al. [82] konnten 2002 zeigen, dass
Alkamide aus Echinacea purpurea in der Lage waren, eine signifikante Stimulation von
alveolaren Makrophagen in vivo hervorzurufen. Da nicht nur Echinacea-Arten, sondern
auch gerade Rudbeckia hirta neben anderen, zum Teil sehr unterschiedlichen
traditionellen Anwendungen wie Wurmbefall, Nierenerkrankungen, Schlangenbisse und
Herzbeschwerden auch gegen Erkaltungen eingesetzt wurde [114, 115, 116, 117], sollte
die Suche nach Alkamiden Hinweise auf mdgliche wirksame Bestandteile liefern.
Wahrend Echinacea purpurea und andere Arten der Gattung Echinacea hinsichtlich des
Vorkommens von Alkamiden schon gut charakterisiert wurden [83, 118, 119], gab es
bislang keine Untersuchungen zum Vorkommen dieser Substanzklasse bei Rudbeckia
hirta.

Um ein erstes Bild der Zusammensetzung der lipophilen Fraktionen von Rudbeckia hirta
im Vergleich mit Echinacea purpurea zu erhalten, wurde eine dunnschicht-
chromatographische Untersuchung durchgefuhrt. Die erhaltenen Chromatogramme
wiesen sowohl im UV Licht bei 254 nm als auch nach Detektion mit
Anisaldehyd/Schwefelsaure deutliche Unterschiede auf. Nach Bauer et al. [70, 83] zeigen
die beiden Hauptalkamide 8/9 (Dodeca-2E,4E,8Z,10E/Z-tetraensaure-isobutylamide) eine
Bande bei einem Rf-Wert von 0,48. Weder im Chromatogramm von Echinacea purpurea,
noch bei Rudbeckia hirta konnten an dieser Stelle Banden gefunden werden. Dietz
beschrieb 2001 [68] fir diese isomeren Substanzen einen R+Wert von 0,41. Durch
unterschiedliche stationare Phasen und die damit verbundenen verkdrzten
Retentionszeiten ware eine Zuordnung der violetten Bande bei R 0,37 im
Chromatogramm von Echinacea purpurea denkbar. Andere Banden entsprechen weder
in der Farbung noch in der Retentionszeit diesen beiden Alkamiden. Im Chromatogramm

von Rudbeckia konnten weder an dieser (R 0,37) noch an anderer Stelle
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Ubereinstimmungen im diinnschichtchromatographischen Muster gefunden werden.
Wahrend die ldentifizierung der Alkamide im Dunnschichtchromatogramm von Echinacea
purpurea schwierig war, konnte per HPLC das Vorkommen dieser Substanzen eindeutig
nachgewiesen werden. Die Methode zur Erfassung der Alkamide mit Hilfe der HPLC
wurde von Bauer und Reminger [83, 123] beschrieben. Das Spektrum des bei einer
Retentionszeit von t, = 30,704 erhaltenen Peaks, zeigte mit zwei Absorptionsmaxima bei
234,7 und 259,5 nm deutliche Ubereinstimmungen mit dem von Bauer und Reminger
gezeigten Spektren fur die Alkamide 8/9. Die Untersuchungen des Extrakts von
Rudbeckia hirta erbrachten keine Hinweise auf das Vorkommen von Alkamiden in
oberirdischen Pflanzenteilen. Neben den unterschiedlichen Retentionszeiten waren auch
in den UV-Spektren der erhalten Peaks keine Ubereinstimmungen zu finden.

Zur vollstandigen Absicherung der Abwesenheit von Alkamiden im lipophilen Extrakt von
Rudbeckia hirta wurde mit dieser Fraktion eine hochleistungsflissigchromatographische
Analyse durchgefuhrt, wobei die Detektion der Substanzen mit Hilfe der
Massenspektrometrie erfolgte. Durch gezieltes Suchen nach Signalen der Alkamide 8/9
im erhalten ESI-Massenspektrum konnte die Anwesenheit dieser Substanzen im
Echinacea-Extrakt eindeutig bewiesen werden. Das Massenspektrum zeigte die flr die
Alkamide 8/9 vermuteten Signale. Im Rudbeckia-Extrakt zeigte sich im
lonenchromatogramm bei m/z 248 ein schwaches Signal, welches aber weder in der
Retentionszeit noch im Massenspektrum Ubereinstimmungen aufwies.
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der verschiedenen chromatographischen
Untersuchungen (DC, HPLC) mit unterschiedlichen Detektionssystemen (PDA, MS), dass
innerhalb des lipophilen Extrakts von Rudbeckia hirta keine Alkamide nachzuweisen
waren. Zur Validierung konnte dagegen im Extrakt von Echinacea purpurea das
Vorkommen von Alkamiden nachgewiesen werden. Das Fehlen von Alkamiden bei
Rudbeckia hirta ist von besonderer Bedeutung, da somit andere Substanzklassen fur die

kurativen Eigenschaften verantwortlich sein mussen.

Polysaccharide

FUr Polysaccharide und Glykoproteine gibt es Hinweise auf eine Beteiligung dieser
hochmolekularen Substanzen an immunmodulatorischen Prozessen. So beschrieb

Wagner 1985 [109] fur einen wassrig-alkalischen Extrakt aus Baptisia tinctoria die
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Isolierung von verzweigten, sauren Heteroglykanen mit Molekulargewichten zwischen
300.000 und 500.000 Da. Die durch Fraktionierung erhaltenen Polysaccharidfraktionen
induzierten eine Steigerung des Phagozytose-Index sowie eine erhdhte Carbon-
Clearence-Rate. Ebenfalls 1985 konnten Beuscher und Kopanski [110] aus dem Aceton-
Extrakt von Baptisia tinctoria-Wurzel Uber Saulenchromatographie verschiedene
Polysaccharide isolieren, die in Testsystemen eine Proliferation von Lymphozyten und
eine Steigerung der Antikérperproduktion in B-Lymphozyten bewirkten. Fir aus
Echinacea-Arten isolierte Glykoproteine und Polysaccharide wurden von verschiedenen
Autoren phagozytose- und zytokinstimulierende Wirkungen in vitro und in vivo
nachgewiesen [110, 111, 112, 120]. Weitere pharmakologische Untersuchungen
differenzierten nicht in Einzelsubstanzen bzw. Substanzklassen, sondern untersuchen die
Wirkungen von Gesamtextrakten, wie sie haufig auch als Einzel- oder
Kombinationspraparate im Handel erhaltlich sind [122, 123]. Zu vermuten ist, dass auch
in diesen Gesamtextrakten hochmolekulare Polysaccharidfraktionen enthalten sind,
welchen zumindest ein Anteil an den immunmodulatorischen Mechanismen
zugeschrieben werden kann.

Innerhalb dieser hochmolekularen Fraktion rickt eine bestimmte Klasse von
Glykoproteinen, so genannte AGPs (Arabinogalaktan-Proteine), immer mehr in den
Fokus des Interesses [124, 125]. Diskutiert werden dabei, neben anderen Mechanismen,
eine Stimulation des Komplementsystems, die Freisetzung von Interleukin sowie eine
Steigerung der Zytotoxizitat der natirlichen Killerzellen [95, 125, 126]. Daher war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit die Isolierung und Charakterisierung solcher Arabinogalaktan-
Proteine aus Rudbeckia hirta. Neben der qualitativen Erfassung der Aminosauren im

Proteinteil lag der Schwerpunkt auf der Strukturaufklarung des Kohlenhydratteils.

Arabinogalaktan-Proteine

Aufgrund der Heterogenitat pflanzlicher Glykoproteine ist die Isolierung dieser
Substanzklasse schwierig und erfordert verschiedene Trennschritte. Das Rudbeckia-AGP
wurde aus dem wassrigen Extrakt mit Hilfe der Tangentialflussfiltration und verschiedener
anderer Trennmethoden gewonnen. Die Untersuchung des Filtrats nach
Tangentialflussfiltration zeigte, dass nur wenige bis gar keine AGPs in dieser Fraktion

enthalten waren. Im Gegensatz dazu enthielt das Retentat grol3e Mengen AGPs. Durch
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Dialyse konnten aus dem Retentat weitere niedermolekulare Substanzen, speziell auch
Glukose, entfernt werden. Mit dem Yariv-Reagenz steht in der Analytik der AGPs ein
hochspezifisches Werkzeug zur Verfligung, mit dessen Hilfe hoch gereinigte Polymere
erhalten werden. Der Reaktionsmechanismus dieses Phenylazoglykosid-Farbstoffs mit
den AGPs ist unbekannt. Da es sich moglicherweise um eine Antigen-Antikdrper-analoge
Reaktion handelt, wird das Yariv-Reagenz oftmals auch als ,kanstliches

Kohlenhydratantigen“ bezeichnet.

Protein

Ublicherweise sind AGPs dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einem
hydroxyprolinreichem  Kernprotein  bestehen, welches von arabinose- und
galaktosereichen Kohlenhydrateinheiten umgeben wird. Dartber hinaus wurden AGPs
gefunden, deren Struktur davon abweicht. Diese AGPs sind entweder hydroxyprolinarm,
nur leicht glykosyliert oder sie zeigen keine Reaktion mit dem Yariv-Reagenz. Betrachtet
man das Kernprotein, kann eine Einteilung in ,klassische“ und ,nicht klassische“ AGPs
erfolgen [127, 128]. Wahrend das Protein der ,klassischen® AGPs hauptsachlich
Hydroxyprolin, Alanin, Serin, Threonin und Glycin enthalt, wurden in der Gruppe der
»hicht klassischen® AGPs cysteinreiche und asparaginreiche Proteinteile gefunden [127-
131]. Die Untersuchungen des Proteinteils von Rudbeckia-AGP wurden sowohl gas- als
auch hochleistungsfliissigchromatographisch durchgefuhrt. Zusatzlich wurde mit Hilfe
einer photometrischen Bestimmungsmethode der Gehalt an Hydroxyprolin getrennt
ermittelt.

Da die gaschromatographischen Untersuchungen aufgrund von fehlenden
Korrekturfaktoren flr den inneren Standard Norvalin quantitativ nicht auswertbar waren,
konnten ausschlie3lich Aussagen zu der qualitativen Zusammensetzung des Proteinteils
gemacht werden. Die gaschromatographische Untersuchung war daher ungeeignet, um
Anhaltspunkte zur Klassifizierung des Rudbeckia-AGPs zu finden.

Im Gegensatz dazu lieferte die HPLC (Hochleistungsflissigchromatographie) wichtige
Hinweise bezuglich der Charakterisierung des Proteinteils. Der Gehalt an Hydroxyprolin,
Prolin, Serin und Glutaminsaure ist besonders hoch. Des Weiteren wurde, bezogen auf
das Gesamtpolymer, fur Hydroxyprolin ein Gehalt von 0,7 % (m/m) ermittelt. Die

qualitative Zusammensetzung stimmte aufder fur Arginin, welches nur in der HPLC-
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Analyse identifiziert werden konnte, mit den gaschromatographischen Ergebnissen
Uberein. Betrachtet man zusatzlich das Ergebnis der isolierten Hydroxyprolinbestimmung,
bei welcher flr Hydroxyprolin ein mit der HPLC-Analyse Ubereinstimmender Gehalt von
0,71 % (m/m) ermittelt werden konnte, kann das Rudbeckia-AGP eindeutig in die Gruppe
der ,klassischen“ AGPs eingeordnet werden. Innerhalb dieser Gruppe erfolgt die Bindung
des Kohenhydratteils mit dem Proteinteil unter Beteiligung von Hydroxyprolin [66, 132],
wobei  Arabinogalaktane oder Arabinose-Oligosaccharide  O-glykosidisch ~ mit
Hydroxyprolin verknupft sind [133]. Im Gegensatz dazu berichten andere Autoren Uber
die Bindung zwischen Serin oder Threonin mit dem Kohlenhydratteil [19, 56]. In solchen
Fallen ist davon auszugehen, dass es sich um ,nicht klassische* AGPs handelt. So
berichtete Baldwin 1993 Uber ein hydroxyprolinarmes AGP aus Daucus carota, das im
Aminosauremuster bis auf das Fehlen von Hydroxyprolin generell mit anderen AGPs
Ubereinstimmte und Uber Serin mit dem Zuckerteil verknUpft sein musste [129].
Nothnagel konnte das Vorkommen von Galaktosyl-O-Hyp, Galaktosyl-O-Ser, Arabinosyl-
O-Hyp und nicht identifizierten Glykosylresten gebunden an Threonin flr verschiedene
AGPs zeigen [66].

Bezogen auf das Rudbeckia-AGP und die Einteilung in die Klasse der HRGPs und
nachfolgend in die Gruppe der ,klassischen“ AGPs scheint daher die Bindung zwischen
Kohlenhydratteil und Proteinteil Gber Hydroxyprolin am wahrscheinlichsten.

Der Proteinanteil am AGP betrat 6,44 % (m/m) und liegt damit in dem fur AGPs ublichen

Bereich zwischen 2 und 10 %.

Zusammensetzung des Kohlenhydratteils

Die Analyse des Kohlenhydratteils erfolgte in mehreren Schritten. Als erstes wurde
ermittelt, welche Monosaccharide am Aufbau der Polysaccharide in den Rudbeckia-
AGPs beteiligt sind. Dazu wurde eine TFA-Hydrolyse durchgefiuhrt. Diese
Hydrolysemethode hat den Vorteil, dass nahezu alle glykosidischen Bindungen gespalten
werden konnen, ohne dass die saurelabilen Furanosen verloren gehen [134]. Nachteilig
ist dagegen, dass Aldobiuronsauren nicht vollstandig gespalten werden und sich so der
weiteren Analytik entziehen. Aus diesem Grund wurden die weiteren Untersuchungen zu
Uronsauren separat mit anderen Methoden durchgefuhrt.

Damit Zucker gaschromatographisch analysiert werden konnen, muss ihre Lipophilie
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erhoht werden. Zur Derivatisierung stehen verschiedene Methoden zur Verfugung, bei
denen die Monosaccharide in Methylether [135], Aldonitrilacetate [136], O-Trifluoracetyl-
O-Methyl-Alditole [137], Trimethysilyether [138] oder Alditolacetate [74] Gberfuhrt werden.
Zur Anwendung gelangte die Methode nach Blakeney [74], bei der die nach der TFA-
Hydrolyse erhaltenen Monosaccharide zu Alditolen reduziert werden. Eine Reduktion der
Carbonsaurefunktion der Uronsauren ist bei den gegebenen Reaktionsbedingungen
allerdings nicht moglich, so dass neben der beschriebenen Hydrolyseproblematik auch
spezielle Reduktionsmethoden zur separaten Uronsaurebestimmung angewendet
wurden.

Wie der Name Arabinogalaktan (AG) impliziert, handelt es sich um ein Polysaccharid,
welches reich an Arabinose und Galaktose ist. Neben diesen dominierenden Zuckern
wurden Rhamnose, Fukose, Mannose, Xylose, die Uronsauren Glukuronsaure und
Galakturonsaure, sowie N-Glukosamine in verschiedenen AGPs identifiziert [18, 66].
Tabelle 65 zeigt die Mittelwerte der Monosaccharidzusammensetzung der Retentate

sowie der Yariv-gefallten AGPs aus Rudbeckia hirta in der Gegenuberstellung.

Zucker % (m/m) Retentat (;) Yariv (;)
Rhamnose 10,6 4.1
Fukose 1,5 0,5
Arabinose 20,6 23,0
Xylose 4.0 1,0
Mannose 3,3 1,2
Galaktose 45,1 63,8
Glukose 14,9 6,3
Ara / Gal 1/2,19 1:2,77
Ara + Gal 65,7 86,8

Tab.65: Vergleich der Neutralzucker Zusammensetzung von Retentat und AGP isoliert aus
Rudbeckia hirta in % (m/m)

Das Ergebnis der Neutralzuckerbestimmung zeigt die fur AGPs typisch hohen
prozentualen Anteile an Arabinose und Galaktose. Aus dem Vergleich zwischen Retentat
und Yariv-gefalltem AGP wird deutlich, dass sich das Arabinose/Galaktose-Verhaltnis

durch die Yarivfallung weiter zu Gunsten der Galaktose verschiebt. Die Abnahme der im
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Retentat gefundenen Zucker wie Rhamnose, Fukose, Xylose, Mannose und vor allem
Glukose zeigt, das im Retentat neben AGPs weitere Mono-, Oligo- und Polysaccharide
vorhanden waren. Der Gesamtgehalt der AGPs bezogen auf das Trockengewicht der
Pflanzen betrug 0,04 %. Dieser Wert korreliert mit dem Gehalt an AGPs, der in
Echinacea pallida (0,04 %) und in Baptisia tinctoria (0,02 %) gefunden werden konnte
[139].

Struktur des Rudbeckia-AGP

Durch gezielte Abspaltung bestimmter Bereiche des Polysaccharids ist es mdglich,
Ruckschlisse auf die Struktur zu ziehen. Eine solche analytische Methode stellt die
Partialhydrolyse dar. Durch milde saure Hydrolyse mit Oxalsaure ist es unter bestimmten
Bedingungen maglich, die glykosidischen Bindungen furanosidischer Zucker zu spalten,
wahrend die meisten Bindungen der Pyranosen erhalten bleiben. Tabelle 66 zeigt die
Auflistung der Ergebnisse dieser Partialhydrolyse. Eine Fraktion des abgespaltenen
Anteils wurde vor der Derivatisierung mit TFA hydrolysiert, wahrend eine zweite
unhydrolysiert verwendet wurde, um durch den Vergleich zu erkennen, ob und welche

Mono- bzw. Oligosaccharide abgespalten werden.

Zucker abgespaltener Anteil abgespaltener Anteil Prazipitat AGPuaus Yariv-
mit TFA Hydrolyse  ohne TFA Hydrolyse Fallung 1
Rhamnose 6,7 7,6 1,6 3,2
Fukose 0,0 1,5 0,0 0,0
Arabinose 53,2 82,4 3,7 21,2
Xylose 1,6 0,0 0,0 0,0
Mannose 0,0 0,0 0,0 1,6
Galaktose 33,6 54 94,7 714
Glukose 49 3,2 0,0 2,5
Ara/ Gal 1:0,63 1:0,07 1:25,66 1/3,37

Tab.66: Vergleich der Neutralzucker Zusammensetzung verschiedner Produkte der Oxalsdurehydrolyse

Der Vergleich zeigt deutlich den hohen Gehalt an Arabinose im abgespaltenen Anteil
(Uberstand der Fallung), wahrend Galaktose im Prazipitat (Kernpolysaccharid) dominiert.
Eine Erklarung dafur ist, dass Arabinose im AGP meist in furanosidischer Form vorliegt

und somit durch Oxalsaure abhydrolysiert werden kann. Daneben ist der hohe Gehalt an
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Galaktose im hydrolysierten Uberstand auffallig. Da Di-, Tri- oder Oligosaccharide nicht
ohne vorherige Hydrolyse in der Acetylierungsanalyse nach Blakeney identifizierbar sind,
scheint Galaktose in Oligosacchariden im abgespaltenen Teil vorzukommen. Denkbar
waren Galaktose-Ketten in der Peripherie des Polymers, welche Uber Arabinose mit dem
Kernpolysaccharid (Core) verbunden sind. Ein weiterer Ansatz zur Erklarung ware eine
unzureichende Fallung des Kernpolysaccharids und ein damit verbundener Ubergang
von AGPs in den Uberstand (abgespaltener Anteil). Interessanterweise finden sich im
Prazipitat (Kernpolysaccharid) mit Arabinose, Galaktose und Rhamnose nur drei
verschiedene Monosaccharide. Zu beachten ist allerdings, dass eventuell ein
zusatzliches Vorkommen von methodisch nicht erfassten Uronsauren nicht
ausgeschlossen werden kann. Die genauen Verhaltnisse von Core und abgespaltenen
Anteil bezogen auf das Gesamt-AGP sind, aufgrund von hohen Verlusten und der
Unkenntnis der genauen Menge an Oxalséure im Uberstand, nicht zu ermitteln. Aus der
Peak-Intensitat im GC-Chromatogramm lasst sich allerdings schlie®en, dass der grofdte
Anteil auf das Kernpolysaccharid entfallt, gefolgt von terminalen Zuckern und hier speziell
der Arabinose. Den kleinsten Teil machen Oligosaccharide innerhalb der Seitenketten
aus.

Die Bestimmung des Gesamturonsaure-Gehalts erfolgte mit der Methode nach
Blumenkrantz und Asboe-Hansen [75]. Bezogen auf das Gesamt-AGP liel3 sich ein
Gehalt von 4,2 % (m/m) ermitteln. Der Vergleich mit anderen AGPs zeigte fur das
Rudbeckia-AGP einen eher niedrigen Gesamturonsaure-Gehalt. Bei einem aus
oberirdischen Teilen von Echinacea purpurea isolierten AGP (8,7 %), einem Wurzel-AGP
aus Echinacea pallida (7,8 %), sowie einem aus der Wurzel von Baptisia tinctoria (6,8 %)
isolierten AGP wurden deutlich héhere Werte gefunden [139]. Da mit der Methode keine
Differenzierung der Uronsauren in Galakturonsaure oder Glukuronsaure vorgenommen
werden kann, erfolgte die Bestimmung mit Hilfe der Methode nach Taylor und Conrad
[72]. Zur Reduktion der Carboxylgruppe wurde diese mit Carbodiimid aktiviert und zu
einem O-Acylisoharnstoffderivat umgesetzt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
verschiedener Methoden. Die Ergebnisse der Acetylierungsanalyse zeigten einen Anstieg
der Glukose um 3,2 % im UA-reduzierten AGP. Dieser Anstieg lasst sich der
Glukuronsaure zuordnen. Die GC-MS Untersuchung, nach vorheriger Deuterierung der
Carboxylgruppe und Methylierung der Gesamtprobe, bestatigte zum einen das

Vorkommen von Glukuronsaure (3,1 %), zum anderen konnte gefolgert werden, dass sie
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endstandig (terminal) gebunden ist. Nach den Ergebnissen einer alternativen
Berechnungsmethode, in der flr die prozentuale Verteilung ausschlieRlich potentielle
Uronsauren zugrunde gelegt wurden, ergab sich flr die Galakturonsaure ein Gehalt von
4,5 %. Diese Berechnungsmethode stellt zwar die korrektere Variante dar und korreliert
eher mit den Werten der Gesamturonsaure-Bestimmung nach Blumenkrantz und Asboe-
Hansen (4,2 %), ist aber weit weniger verbreitet, so dass die Vergleichbarkeit mit
Literaturangaben zu anderen AGPs nicht gegeben ist.

Daneben zeigte sich in der massenspektrometrischen Analyse, dass der Anstieg der 1,4
Galaktose nicht darauf zurlckzufuhren ist, dass es sich bei diesem Zucker um eine
kettenbildende Galakturonsdure handelt. Da sich neben den Uronsauren auch die
benachbarten Monosaccharide der Acetylierungsanalyse nach Blakeney entziehen und
nur hier zu sehen sind, kann der Anstieg als Hinweis auf die Verknupfung der terminalen
Glukuronsaure mit 1,4-Galaktose gewertet werden. Daruber hinaus konnten keine
Hinweise flr das Vorkommen weiterer Uronsauren im Rudbeckia-AGP gefunden werden.
Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass es sich beim
AG aus Rudbeckia hirta um ein saures Polysaccharid handelt, dessen Uronsaure als
Glukuronsaure ermittelt werden konnte. Die Verknupfung der Uronsaure scheint tber 1,4-
Galaktose zu erfolgen, wobei die Uronsaure eine endstandige Position einnimmt.

Im Vergleich dazu zeigten Untersuchungen zu Polysacchariden aus rotem Wein flr finf
isolierte AGPs unterschiedliche Uronsaureanteile. Drei der weniger aziden AGPs hatten
einen Glukuronsauregehalt der zwischen 3 % und 7 % lag. Die Verknupfung erfolgte zur
Halfte endstandig (terminal) und zur anderen Halfte als 1,4-Glukuronsaure mit terminaler
Rhamnose. Bei den zwei starker aziden AGPs konnte neben der Glukuronsaure (6,1 %
und 13,3 %) auch Galakturonsaure (1,9 % und 2,3 %) identifiziert werden. Hier erfolgte
die VerknUpfung uber 1,2- bzw. 1,2,4-Rhamnose [140].

Neben dem AGP und dem UA-reduziertem AGP wurden auch das Kernpolysaccharid
und der abgespaltene Anteil nach Partialhydrolyse einer Methylierungsanalyse
unterzogen. Durch diese Analyse sollten ndhere Erkenntnisse Uber die Struktur des
Polymers gewonnen werden.

Durch Umwandlung aller freien Hydroxylgruppen in Methoxygruppen und nachfolgender
Hydrolyse ist es moglich, die Bindungsstellen der Zucker im Polysaccharid zu
lokalisieren. Ferner kann durch Aufklarung struktureller Merkmale eine Klassifizierung in

Typ und Typ Il AGPs nach Aspinall [53] erfolgen.
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Betrachtet man die Methylierungsanalyse des Kernpolysaccharids im Vergleich zum
AGP, so fallt die starke Abnahme (-11,7 %) der 1,3,6-Galaktose besonders auf. Trotz
dieser starken Abnahme stellt die 1,3,6-Galaktose dennoch, zusammen mit der 1,3-
Galaktose, die grofte Fraktion im Kernpolysaccharid. Ein strukturelles Merkmal nach
Aspinall fur ein Typ Il AGP ware die alternierende Abfolge von 1,3 und 1,3,6-Galaktose in
der Hauptkette, wie sie nach diesen Ergebnissen fur das Rudbeckia-AGP wahrscheinlich
ist (Abb.48).

—3) Galp(1—3) Galp (1—3) Galp (1—3) Galp (1—>
6 6

0 1
1 1
X X

Abb.48: Aus der Methylierungsanalyse abgeleitete mogliche Struktur der Galaktan-Hauptkette des
Rudbeckia-AGP bestehend aus 1,3- und 1,3,6-Galaktose

Neben 1,3- und 1,3,6-Galaktose findet sich im Kernpolysaccharid 1,6-Galaktose. Aus der
in der Literatur beschriebenen und fir 1,6-Galaktose und 1,5-Arabinose hochspezifischen
Spaltung des Galaktanbackbones mit Periodat ist bekannt, dass kleinere Bruchstucke
entstehen [103, 142, 143]. Zu vermuten ist, dass in die alternierende Abfolge der in
Abbildung 49 dargestellten Galaktan-Hauptkette 1,6-Galaktose oder 1,5-Arabinose
eingebaut ist. Da im Core des Rudbeckia-AGP keine 1,5-Arabinose gefunden wurde, ist

der Einbau von 1,6-Galaktose denkbar.
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Abb.49: Aus der Methylierungsanalyse und Literaturangaben abgeleitete mogliche Verknlpfung der

Seitenketten mit der Galaktan-Hauptkette
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Bestatigt wird diese Annahme durch eine Arbeit von Li et al., die sich mit der
Strukturaufklarung eines aus Nicotiana tabacum isolierten, hydroxyprolinreichem AGP
beschaftigt [144]. Aus dieser Arbeit geht hervor, dass 1,5-Arabinose eher als
Verknupfungsstelle zwischen der Seitenkette und dem terminalen Zucker zu finden ist.
Bestatigt wird diese Theorie dadurch, dass im Uberstand nach Oxalsaurehydrolyse 1,5-
Arabinose als Bestanteil der Seitenketten nachzuweisen ist. Eine denkbare Verknupfung
von 1,5-Arabinose mit der Galaktan-Hauptkette scheint ausgeschlossen, da im
Kernpolysaccharid viel 1,3,6-Galaktose zu finden ist. Ein abspalten der 1,5-Arabinose
hatte aber zur Folge, dass nach der Methylierung 1,3,6-Galaktose als 1,3-Galaktose
erscheinen wurde.

Terminale Zucker sind im Gesamt-AGP, nach absteigender Haufigkeit, Arabinose,
Glukose, Galaktose und Rhamnose. Daneben kann aus dem Vorkommen von 1,3,6-
Galaktose und 1,6-Galaktose gefolgert werden, dass sich auch Bruchstlicke der
Galaktan-Hauptkette im Uberstand befinden. Weiterhin ist auch denkbar, dass die
Seitenketten nicht linear aufgebaut sind, sondern dass sich in ihnen weitere
Verzweigungen befinden.

Im Kernpolysaccharid konnte weder 1,2-Rhamnose noch 1-Glukose nachgewiesen
werden. Zu vermuten ist, dass beide Monosaccharide nicht direkt mit der Hauptkette
verbunden sind, sondern das die Verknlpfung Uber zwischengeschaltete Arabinosen
(1,5-Ara oder 1,3-Ara) erfolgt. Interessanterweise lassen sich sowohl terminale
furanosidische als auch pyranosidische Arabinosen nachweisen. Die fur Pentosen
typische und energetisch gunstigere furanosidische Form wandelt sich unter bestimmten
Bedingungen uber die offenkettige Form in die energetisch ungunstigere pyranosidische
Form um. Da sich das Verhaltnis Ara (p) zu Ara (f) von ca. 1:5 (AGP) zu 1:2 (Uberstand)
andert, mussen diese Bedingungen wahrend der Oxalsaurehydrolyse erfullt sein.

Das Verhaltnis von Verzweigungspunkten zu terminalen Endgruppen im Gesamt-AGP
betragt 3:1. Damit stellt das Rudbeckia-AGP ein hochverzweigtes Polysaccharid dar. Wie
aus der Reduktion der Uronsauren nach Taylor und Conrad ersichtlich findet man im
Rudbeckia-AGP je nach Auswertung zwischen 3,1 und 4,5 % terminale Glukuronsaure.
Die Verknupfung der Glukuronsaure mit dem Polymer erfolgt Uber 1,4-Galaktose.

Magliche Verknupfungen der Uronsaure zeigen die Abbildungen 50 a/b.
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—3)Galp (1-3) Galp (1> 3)Galp(1—>  —3) Galp (1-3) Galp (1—3) Galp (1—3)Galp (1>

6 6 6
a b
T ? ?
1
Galp 1 1
4 Galp Galp
T 6 6
! ? ?
GlucA
X 1
Galp 6 > 1 Galp 4 —> 1 GlucA
3
T
X

Abb.50: Aus der Methylierungsanalyse und Literaturangaben abgeleitete mogliche Verkniipfungen der

Uronsauren mit der Galaktan-Hauptkette (a) oder innerhalb der Seitenkette (b)

Aus diesen Ergebnissen und der Kombination mit den Daten der NMR-Spektroskopie
l&sst sich das Rudbeckia-AGP als ein klassisches, hochverzweigtes, saures Typ Il AGP
nach Aspinall klassifizieren.

Li et al. [144] entwickelten aus den Daten verschiedener analytischer Methoden ein
Molecular-Modeling-Modell eines aus Nicotiana tabacum isolierten AGP und konnten

somit erstmals die dreidimensionale Struktur dieser Glykoproteine zeigen (Abb.51).

Abb.51: Molecular-Modeling-Modell eines aus Nicotina tabacum isolierten AGP [144]
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Stickstoffatome sind in der Abbildung dunkelblau, Sauerstoffatome rot, Wasserstoffatome
grau und Kohlenstoffatome tirkis dargestellt. Die Darstellung zeigt die eher globulare
raumliche Struktur eines Ausschnitts aus einem Nicotiana tabacum-AGP. Ruckschlisse
auf die dreidimensionale Anordnung des Rudbeckia-AGPs sind zwar nur bedingt moglich,
dennoch gewahrt dieses Modell einen ersten Eindruck vom denkbaren Aussehen dieser

Substanz.

Die Reaktion des AGP sowie der partiellen Abbauprodukte mit dem Yariv-Reagenz
wurde im Geldiffusionstest Uberprift. Wahrend AGP und UA-reduziertes AGP eine
Prazipitationsbande bildeten, konnte beim Kernpolysaccharid keine Reaktion festgestellt
werden. In der Literatur existieren unterschiedliche Auffassungen, welche strukturellen
Voraussetzungen fur die Reaktion mit dem Yariv-Reagenz erfullt sein missen. Einerseits
zeigten AGPs nach enzymatischer Abspaltung terminaler Arabinosen durch ao-L-
Arabinofuranosidase eine positive Reaktion [98], anderseits bestatigten verschiedene
Autoren [22, 40, 95] die auch fur das Rudbeckia-AGP gemachte Beobachtung, dass
terminale Arabinosen flr die Reaktivitat bestimmend sind. Ein moéglicher Lésungsansatz
fur diese unterschiedlichen Beobachtungen wéare die Uberlegung, dass durch die
enzymatische Spaltung mit a-L-Arabinofuranosidase ausschlief3lich furanosidische, nicht
aber pyranosidische Arabinose abgebaut werden. Im Gegensatz dazu stellten Akiyama et
al. sogar nach Deglykosylierung mit HF und Smith-Abbau eine positive Reaktion fest [32].
Interessanterweise konnte in der gleichen Arbeit gezeigt werden, dass nach alkalischer
Hydrolyse der Peptid-Bindungen die Reaktion negativ ausfiel. Eine vorstellbare Erklarung
ware, dass ein Mindest-Molekulargewicht fur die Reaktivitat notwendig ist, da die
prinzipielle Struktur der AGs nach der Degradation des Proteinbackbones weiterhin
gegeben ist. Als Basis weiterer Interpretationen sollte allerdings der
Reaktionsmechanismus des Yariv-Reagenz mit den AGPs zugrunde gelegt werden, der

bis heute ungeklart ist.
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GroRenbestimmung des Rudbeckia-AGPs

Die Grolkenbestimmung der AGPs erfolgte durch Gelpermeationschromatographie. Die
Diskrepanz der Ergebnisse durch die verschiedenen Auswertungen kann mit der Struktur
der verwendeten Kalibriersubstanzen erklart werden. Wahrend AGPs hochverzweigte
globulare Glykoproteine darstellen, besitzen Pullulane eine lineare Struktur. Durch diese
strukturellen Unterschiede weisen die AGPs eine verlangerte Retention auf und zeigen
bei gleichem Elutionsvolumen ein héheres Molekulargewicht. Die Detektion des AGP und
der Pullulane erfolgte bei dieser Methode mit Hilfe des RI-Detektors und gibt nicht das
absolute Molekulargewicht, sondern das hydrodynamische Volumen an. Eine weitere
Fehlerquelle dieser Methode ist, dass die Ergebnisse nicht nur von der Struktur, sondern
auch von experimentellen Parametern, wie z.B. dem Lésungsmittel abhangen. Durch das
Ausbilden von Hydrathullen kann es dabei zu erhdhten Molekulargewichten kommen.
Betrachtet man die Auswertung uber den Multi-Angle-Laser-Light-Scattering-Detektor
(MALLS), so sind die Molekulargewichte in etwa um den Faktor 100 erhoht. Zur
Berechnung des absoluten Molekulargewichts wird das Verhaltnis des Radius der
Gyration zum hydrodynamischen Radius verwendet, welches ebenfalls strukturabhangig
ist. Durch unterschiedliche raumliche Ausdehnung schwankt der Wert fur diese
Konstante zwischen 0,3 fur globulare, 0,5 fur helikale und 1,0 fur stabférmige Formen.
Picton et al. ermittelten mit Hilfe verschiedener Separationstechniken eine sinnvolle
Konstante fur Gummi arabicum AGP von 0,8 [145]. Zur Molekulargewichtsbestimmung
von Rudbeckia-AGP ware ebenfalls eine Bestimmung dieser polymerabhangigen
Konstanten notwendig, um sinnvolle Ergebnisse zu erhalten. Ein weiteres Problem der
Molekulargewichtbestimmung von AGPs liegt in deren Neigung zur Selbstassoziation,
welche mit der adhesiven Natur von AGPs einhergeht [52]. Diese Aggregatbildung fuhrt
zum beobachteten ,Cross-linking“ von AGPs [146] und ist eine Erklarungsmoglichkeit fur
das Auftreten von Peak 1 und 2 im GPC-Chromatogramm. Es ist denkbar, dass sich 10
oder mehr AGP-Moleklle zusammenlagern und im Peak 1 als ein Aggregat erscheinen.
Demnach ware Peak 2 mdglicherweise ein einzelnes AGP-Molekul. Peak 3 stellt
wahrscheinlich kein Glykoprotein dar, sondern ist eher als Artefakt zu werten. Ein
Auffangen der Peaks 1 und 2 gefolgt von einer anschlieBenden Analyse der
Neutralzuckerzusammensetzung konnte moglicherweise zeigen, ob es sich um die
gleichen AGPs handelt.
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Strukturvergleich verschiedener AGPs

Der Vergleich (Tab. 67) verschiedener AGPs aus unterschiedlichen Pflanzen, welche
teilweise aus unterschiedlichen Familien stammen, zeigt Ubereinstimmungen und

Unterschiede der Glykoproteine [139].

Rudbeckia hirta Echinacea purpurea Echinacea pallida Bapitisia tinctoria
(% m/m) (oberirdische Teile) (oberirdische Teile) (Wurzel) (Wurzel)
Rhamnose 41 1,2 1.1 3,9
Fukose 0,5 Spuren 0,7
Arabinose 23,0 32,1 37,8 32,9
Xylose 1,0 - 0,9
Mannose 1,2 2,0 Spuren 1,6
Galaktose 63,8 63,5 53,6 53,0
Glukose 6,3 1,1 5,6 8,6
Ara / Gal 1:28 1:2,0 1:14 1:1,6
Ara + Gal 86,8 95,6 91,4 85,9
Hydroxyprolin 0,71 0,8 0,65 1,21
Uronsaure 4,2 8,7 7,8 6,8

Tab.67: Neutralzuckerzusammensetzung, Hydroxyprolin und Uronsduregehalt verschiedener AGPs

Besonders auffallig ist das stark zur Galaktose verschobene Ara/Gal-Verhaltnis von 1:2,8
im Rudbeckia-AGP. In Echinacea pallida-AGP und Baptisia-AGP liegt das Verhaltnis von
Arabinose und Galaktose mit 1:1,4 bzw. 1:1,6 enger zusammen. Alle vier AGPs weisen
einen hohen Gehalt an Arabinose und Galaktose auf (86,8-95,6 %). Neben diesen
dominierenden Monosacchariden konnte sowohl im Rudbeckia- als auch im Baptisia-
AGP ca. 4 % Rhamnose nachgewiesen werden. Der Glukose-Gehalt ist im Echinacea
purpurea-AGP mit 1,1 % am geringsten und mit 8,6 % im Baptisia-AGP am hdchsten.
Rudbeckia-AGP und Echinacea pallida-AGP weisen mit ca. 6 % ahnliche Werte auf. Der
fur den Proteinanteil in AGPs charakteristische Gehalt an Hydroxyprolin ist bei allen vier
untersuchten AGPs ahnlich hoch.

Unterschiede zeigen sich im Uronsauregehalt. Der héchste Gehalt konnte im Echinacea

purpurea-AGP (7,8 %) ermittelt werden, gefolgt vom Echinacea pallida-AGP (7,8 %) und
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Bapitisia tinctoria-AGP (6,8 %). Der niedrigste Wert fand sich im Rudbeckia-AGP (4,2 %).
Der Gehalt an Uronsauren hat neben anderen Parametern, wie Neutralzucker-
zusammensetzung und Molekulargewicht, entscheidenden Einfluss auf die physikalisch-
chemischen Eigenschaften und damit moglicherweise auch auf die Art und Starke der
Immunmodulation. Zur genaueren strukturellen Differenzierung sind in Tabelle 68 die aus
der Literatur entnommenen Ergebnisse der Methylierungsanalyse verschiedener AGPs
im Vergleich mit Rudbeckia-AGP aufgefuhrt. Die Ergebnisse fur Echinacea purpurea
beziehen sich auf ein Zellkultur-AGP [125].

Rudbeckia hirta Echinacea purpurea Echinacea pallida Baptisia tinctoria
(oberirdische Teile) (Zellkultur) (Wurzel) (Wurzel)
Ara (f) terminal 11,5 33,7 31,4 22
Ara (p) terminal 2,1 2,2 - 1,7
Ara (f) 1,3- 3,3 3,7 - 1,6
1,5- 71 0,7 13,1 8,7
Rha (f) terminal 2,7 - - 23
1,2- 21 - - _
Gal (p) terminal 3,6 5,7 2,4 2,2
1,3- 18,5 6,4 11,1 11,5
1,4- 2,8 - - 4,7
1,6 10,2 13,9 9,2 7,6
1,3,6- 24,8 29,8 24,8 32,7
Glc (p) terminal 4,9 - 2,9 1
1,3- 4,8 - - -
GIcA (p)  terminal 4,2 3,9 5 4

Tab.68: Aus der Literatur enthommene Ergebnisse der Methylierungsanalyse verschiedener AGPs im
Vergleich mit Rudbeckia-AGP [125]

Besonders auffallig ist der Gehalt an terminaler Arabinose im Rudbeckia-AGP, welcher
im Vergleich zu den Echinacea-Arten um den Faktor 3 bzw. zu Baptisia um den Faktor 2
niedriger ist. Dieser geringe Gehalt an endstandiger Arabinose wird teilweise durch das
Vorkommen von terminaler Glukose ausgeglichen. Ubereinstimmungen finden sich
hauptsachlich im Vorkommen von terminaler Rhamnose sowie 1,4-Galaktose mit dem
Baptisia-AGP. Ein weiterer grundlegender Unterschied zu den anderen untersuchten

AGPs stellen die kettenstandigen Zucker 1,2-Rhamnose und 1,3-Glukose dar. Aus den
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Daten kann entnommen werden, dass offensichtlich bei gleicher Grundstruktur sowohl
pflanzliche als auch entwicklungsspezifische Unterschiede in der Feinstruktur

verschiedener AGPs bestehen.

Immunmodulations-Assays

Im Lymphozyten-Proliferationstest (LPT) konnte bei allen drei verwendeten
Mausestammen eine Stimulation durch Rudbeckia-AGP beobachtet werden. Von
besonderem Interesse sind dabei die C3H/HeJ-Mause, die LPS-insensitiv sind. In diesem
Testsystem konnte ein maximaler Stimulationsindex von 9,3 erreicht werden. Die
Stimulation des Referenzmitogens LPS fiel erwartungsgemaf gering aus. Die Ergebnisse
der anderen beiden Testsysteme (Balb/c und NMRI) zeigten ebenfalls deutliche
konzentrationsabhangige Stimulationen durch Rudbeckia-AGP. Zur Aufrechterhaltung
der interzellularen Kommunikation wurde mit nicht aufgereinigten Milzzellsuspensionen
gearbeitet, in welchen sowohl T- und B-Lymphozyten als auch Makrophagen/Monozyten
enthalten waren. Eine Aussage Uber die Spezifitat des AGPs fur bestimmte Zelltypen ist
daher nicht moglich. Denkbar ware aufgrund der Anwesenheit von Makrophagen, neben
einer direkten Stimulation der Lymphozyten, auch eine indirekte, zytokinvermittelte
Aktivierung. Infolgedessen wurden die Auswirkungen von Rudbeckia-AGP auf
Makrophagen in weiteren Testsystemen untersucht. Der Vergleich der Stimulations-
Indices verschiedener AGPs (Literaturwerte [92, 125]) im LPT (C3H/HeJ-Mause) zeigt,
dass Rudbeckia-AGP den starksten Einfluss auf die Proliferation der Lymphozyten
ausubt (Tab.69). Dieser Vergleich schlie3t nicht nur isolierte AGPs, sondern auch die
Retentatfraktion (MW > 10.000) eines Thuja occidentalis Gesamtextrakts ein, welche
AGPs enthalten konnte.

Pflanze Probe S max
Rudbeckia hirta AGP (oberirdische Teile) 9,3
Echinacea purpurea AGP (Zellkultur) -
Echinacea pallida AGP (Wurzel) 6,6
Bapitisia tinctoria AGP (Wurzel) 3,0
Thuja occidentalis Retentat (MW > 10.000) 34

Tab.69: Vergleich der Sl.,.x-Werte des LPT (C3H/He-Mause) unterschiedlicher AGPs [92, 125]
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Interessanterweise konnte fur das Zellkultur-Echinacea purpurea-AGP keine Stimulation
der Lymphozyten-Proliferation gezeigt werden. Die Steigerung der Proliferation durch den
Gesamtextrakt von Thuja lag in etwa im Bereich des Baptisia-AGPs, wahrend Echinacea
pallida-AGP eine doppelt so hohe Stimulation ausléste. Nach Behandlung mit dem
Rudbeckia-AGP zeigten die Lymphozyten sogar eine um den Faktor 3 erhohte
Proliferation. Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieen, dass Rudbeckia-AGP Einfluss auf
das spezifische Immunsystem besitzt. Da die Kontrollsubstanzen ConA, PHA
(T-Lymphozyten) und LPS (B-Lymphozyten) ebenfalls eine Stimulation induzierten, kann,
wie bereits beschrieben, nicht in eine direkte oder indirekte Stimulation unterschieden
werden. Eine indirekte Stimulation wiurde Uber Ausschiuttung von Zytokinen z.B. aus
Makrophagen erfolgen, daher wurde die Freisetzung mit geeigneten Testsystemen,
anhand der Zytokine GM-CSF, TNF-q, IL-6, und IFN-y bestimmt.

Die Ausschittung von ,granulocyte-macrophage colony stimulating factor® (GM-CSF)
konnte schon mit sehr geringen Konzentrationen AGP (0,32 ug/ml) stark stimuliert
werden. GM-CSF ist an der Differenzierung von CD34-positiven Stammzellen zu
Monozyten beteiligt. Des Weiteren ist GM-CS Differenzierungsfaktor fur Granulozyten
und an der Ausreifung dendritischer Zellen beteiligt. Damit stellt dieses Zytokin einen
wichtigen Faktor fir sowohl die humorale als auch die zellvermittelte Immunitat dar.

Das Ausmald der Beeinflussung von Rudbeckia-AGP auf die Expression von TNF-a
wurde zum einen in alveolaren- und zum anderen in peritonealen Maus-Makrophagen
untersucht. In beiden Testsystemen konnte eine Stimulation beobachtet werden.
Alveoldare Maus-Makrophagen reagierten, Uber einen weiten AGP-Konzentrations-
bereich, mit einer konzentrationsabhangigen starken Freisetzung von TNF-a, wahrend in
den peritonealen Maus-Makrophagen schon ab eher geringen Konzentrationen von AGP
(6 pg/ml) ein Optimum der Stimulation erreicht wurde. TNF-a ist ein wichtiger Mediator
der Aktivierung von Immunzellen und spielt somit eine zentrale Rolle in der Infektabwehr.
Die Stimulation der Expression von IL-6 wurde ebenfalls an alveolaren und peritonealen
Maus-Makrophagen untersucht. Interleukin 6 steigert die Proliferation von Lymphozyten
und Leukozyten im Infektionsfall. Die erreichten Stimulationen zur Freisetzung von TNF-a
und IL-6 sind miteinander vergleichbar. Alveolare Maus-Makrophagen zeigten eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Zytokinfreisetzung, wahrend peritoneale
Makrophagen nach kurzer Zeit ein Optimum erreichten. Die gute Induzierbarkeit der

Freisetzung gerade in den alveolaren Makrophagen konnte eine Erklarung sein fur die
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gezielte Anwendung von Extrakten aus Rudbeckia hirta und Echinacea-Arten bei
Infektionen des oberen und unteren Respirationstrakts. Neben den oben beschriebenen
Effekten leitet IL-6 die ,Akute-Phase-Reaktion“ ein, was zur Aktivierung von
Komplementfaktoren fuhrt und wodurch die gesamte Immunantwort verstarkt wird.

Fur die antivirale Wirksamkeit vieler pflanzlicher Immunmodulatoren wird die Stimulation
von Interferonen verantwortlich gemacht. Inwieweit die Expression von IFN-a und IFN-3
durch Rudbeckia-AGP beeinflusst wird, wurde nicht untersucht, das Rudbeckia-AGP
zeigte aber einen starken Einfluss auf die Expression von IFN-y. Konzentrationen von
0,32 yg AGP pro ml lagen dabei schon deutlich Uber dem Wert fir die IFN-y
Ausschuttung, der fur 30 pg/ml LPS erhalten wurde. Die besondere Bedeutung des IFN-y
zeigt sich in seiner Beteiligung an immunmodulatorischen Prozessen. Es erhoht die
Expression von Differenzierungsmarkern auf Immunzellen, insbesondere von HLA Klasse
Il Antigenen, stimuliert die B-Zell-Progression und aktiviert zytotoxische Zellen [147, 148].
IFN-y wird von T-Lymphozyten nach Antigenkontakt ausgeschuttet. Den Ergebnissen
zufolge stellt das Rudbeckia-AGP einen starken Stimulus zur IFN-y Expression aus TH1-
Lymphozyten dar.

IFN-y stellt durch die Stimulation von Makrophagen zur Freisetzung von induzierbarer
NO-Synthase zudem einen wichtiger Parameter in der Abwehr von Fremdzellen, wie z. B.
Parasiten dar. Als Positivkontrolle im Testsystem zur Bestimmung der NO2™ -Produktion
in alveolaren Maus-Makrophagen wurde daher die Kombination von IFN-y und LPS
eingesetzt. Die Ergebnisse der Stimulation zur Freisetzung von NO wurden nach
Umwandlung in Nitrit mit Hilfe des Griess-Assays bestimmt. Das Rudbeckia-AGP stellte
sich dabei schon in geringer Konzentration als starker Stimulator der NO-Ausschuttung
heraus. Neben der Expression von Zytokinen und der Aktivierung der NO-Synthase
konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Steigerung der IgM-Produktion durch Rudbeckia-
AGP nachgewiesen werden. Das hochmolekulare Immunglobulin M wird haufig als
.Fruhantikorper® bezeichnet, da der Korper nach dem Erstkontakt mit dem Antigen als
erstes mit der Produktion von IgM reagiert. Aus diesem Grund ist IgM auch besonders
gut gegen Infektionserreger wirksam. IL-6 ist als terminaler Differenzierungsfaktor fir
antigenstimulierte B-Zellen an der Sekretion von IgM aus Plasmazellen beteiligt [149].
Ingesamt konnte somit nicht geklart werden, ob es sich um eine direkte, indirekte oder
kombinierte Stimulation durch das Rudbeckia-AGP handelt.
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Auler bei der beschriebenen Wirkung des Rudbeckia-AGP auf die als ,low-responder
bezeichneten C3H/HeJ-Mause, ist in allen anderen Testsystemen eine Kontamination mit
LPS nicht vollkommen auszuschlie3en, wenn auch hdchst unwahrscheinlich. Geht man
von einer unwahrscheinlich hohen Kontamination mit LPS von ca. 1 % aus, wurden die
hohen Werte im Vergleich zur LPS-Positivkontrolle dennoch fir eine Stimulation durch
das Rudbeckia-AGP sprechen. Da aber synergistische Effekte zwischen AGP und LPS
nicht ganzlich auszuschlieen sind, sollten zur Absicherung die Testungen mit gesichert
LPS-freiem AGP wiederholt werden.

Da bisher keine immunpharmakologischen Untersuchungen mit Rudbeckia hirta-
Extrakten durchgefuhrt wurden, kann ein Vergleich nur mit anderen pflanzlichen
Immunmodulatoren angestellt werden. Innerhalb dieser Diskussion soll der Schwerpunkt
dabei auf Polysaccharide und Glykoproteine gelegt werden, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu erreichen.

Beuscher und Kopanski [110] konnten aus einem 40 %igem Aceton-Extrakt aus Baptisia
tinctoria-Wurzel Uber Saulenchromatographie Polysaccharide erhalten, welche in
Testsystemen eine Proliferation von Lymphozyten sowie eine Steigerung der
Antikdérperbildung bewirkten. Spater konnte Beuscher [150] in der zuvor beschriebenen
Polysaccharidfraktion die Existenz eines Arabinogalaktans zeigen. Fur Arabinogalaktane
aus Echinacea purpurea zeigte Luettig [151] eine Steigerung der Freisetzung von TNF-q,
IL-6 und IL-1. Des Weiteren wurde die zytotoxische Aktivitat der Makrophagen gegenuber
Tumorzellen und Mikroorganismen gesteigert. Neben diesen in vitro Untersuchungen
konnte auch in vivo eine Stimulation der immunkompetenten Zellen durch Echinacea-
Polysaccharide nachgewiesen werden. Roesler et al. konnten zeigen, dass die i.v.
Applikation isolierter Echinacea-Polysaccharide eine Zunahme der peripheren
Blutleukozyten zur Folge hatte [152, 153]. Daruber hinaus induzierten die Polysaccharide
eine Steigerung der Proliferation von Makrophagen in Milz und Knochenmark, die auf
eine indirekte, auch fur das Rudbeckia-AGP beobachtbare, Aktivierung von
koloniestimulierenden Faktoren zurtickzufuhren ist.

Bedenkt man die deutliche Induzierbarkeit der Zytokinfreisetzung aus Makrophagen, so
ist wahrscheinlich, dass Arabinogalaktan-Proteine eine wichtige Rolle in der
immunmodulatorischen Wirkung pflanzlicher Arzneimittel einnehmen. Strukturelle
Unterschiede scheinen dabei Auswirkungen auf die Starke der Aktivitat zu haben. Neben

den beschriebenen Unterschieden in der Stimulation der Lymphozyten-Proliferation in
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C3H/HeJ-Mausen, zeigten auch die Ergebnisse der Stimulation der IgM-Produktion durch
verschiedene AGPs deutliche Unterschiede (Tab.70).

Pflanze Probe Slmax IgM
Rudbeckia hirta AGP (oberirdische Teile) 9,6
Echinacea purpurea AGP (Zellkultur) 2,6
Echinacea pallida AGP (Wurzel) 7,9
Baptisia tinctoria AGP (Wurzel) 10,4

Tab.70: Vergleich der S| .-Werte der IgM-Produktion unterschiedlicher AGPs [125]

Der Strukturvergleich zwischen den vier AGPs spricht dafur, dass Baptisia-AGP und
Rudbeckia-AGP einige Gemeinsamkeiten aufweisen, wahrend sie sich von den
Echinacea-AGPs unterscheiden. Baptisia- und Rudbeckia-AGP weisen die geringsten
Werte an terminaler Arabinose auf, besitzen aber als einzige terminale Rhamnose. Auch
das Vorkommen von 1,4-Galaktose konnte nur in diesen beiden AGPs nachgewiesen
werden. Als einziges der analysierten AGPs wies Rudbeckia-AGP kettenstandige 1,3-
verknlpfte Glukose auf. Den grofdten Unterschied zwischen Echinacea pallida- und
Echinacea purpurea-AGP macht der Gehalt an 1,5-verknlpfter Arabinose aus, welche
auch in Rudbeckia- und Baptisia-AGP nachgewiesen werden konnte. Da Echinacea
pallida-AGP im Gegensatz zu Echinacea purpurea-AGP sowohl die Stimulation der
Lymphozyten-Proliferation (6,6) als auch die Produktion des Immunglobulin M (7,9)
induzierte, scheint eine 1,5-verknupfte Arabinose fur die Stimulation, zumindest dieser
immunologischen Parameter, ein Vorteil zu sein.

Classen et al. [154] untersuchten funf isolierte AGPs auf die Kreuzreaktivitat mit einem
gegen ein aus Echinacea purpurea-Presssaft gewonnenes AGP gerichteten mono-
klonalen Antikoérper. Die beobachtete gute Kreuzreaktivitdt von Rudbeckia-AGP deckte
sich mit dem in dieser Arbeit beschrieben Ergebnis. Es konnte gefolgert werden, dass
eine Abhangigkeit der Kreuzreaktivitat einerseits vom Galaktose-Gehalt und andererseits
von den sterischen Gegebenheiten innerhalb des Molekils besteht. Baptisia-AGP und
Rudbeckia-AGP zeigten dabei sehr ahnliche Strukturen. Wahrend also eine gute
Kreuzreaktivitat des Rudbeckia-AGPs mit dem monoklonalen Antikérper nachgewiesen

werden konnte, zeigte sich in der ELISA-Testung mit einem polyklonalem Antikorper nur
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eine sehr geringe Kreuzreaktivitat. Der in der Testung verwendete polyklonale Antikorper
erkennt moglicherweise endstandige Arabinosen als Epitop. Da Rudbeckia-AGP im
Vergleich mit Echinacea purpurea-AGP sehr wenig terminale Arabinosen aufweist, erklart
sich die geringe Kreuzreaktivitat. Durch die Moglichkeit des Strukturvergleichs, bzw. des
Nachweises von gleichen Antikorper-Epitopen, konnten Gemeinsamkeiten zwischen
Rudbeckia-, Baptisia- und Echinacea pallida-AGP nachgewiesen werden.

Die Korrelation von strukturellen Gemeinsamkeiten, bzw. Unterschieden und der Starke
der Aktivitat in den in vitro Testsystemen sollte allerdings nur als ein Hinweis gedeutet
werden. Durch nahere Untersuchungen sollten weitere Kenntnisse Uber die Struktur-
Wirkungs-Beziehung gewonnen werden.

Neben dem Strukturvergleich von AGPs verschiedener Herkunft, wurde durch gezielte
strukturelle Veranderung versucht, eine Beziehung zwischen der Komplementaktivitat
und speziellen Strukturkomponenten des Rudbeckia-AGPs herzustellen. Dabei wurde
das AGP mit dem Kernpolysaccharid nach Partialhydrolyse in modifizierten Komplement-
Assays getestet. Aus der Arbeit von Alban et al. ist bekannt, dass die Fahigkeit zur
Komplementaktivierung das Gesamt-AGP voraussetzt [95]. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass eine kleine Modifikation des Testsystems eine Aussage Uber die
Art der Beeinflussung des Komplementsystems zulasst. Im Gegensatz zu herkdmmlichen
Komplement-Assays (complement-fixation-assay), bei denen die Auswertung nach 30
minutiger Inkubation erfolgte, wurden hier die Ergebnisse nach 0, 30, und 60 Minuten
verglichen. Aus diesen Daten kann eine Aussage gemacht werden, ob eine Testsubstanz
inhibierend oder aktivierend auf das Komplementsystem wirkt.

Das Rudbeckia-AGP war in der Lage, konzentrationsabhangig die hamolytische Aktivitat
sowohl des durch den klassischen als auch des durch den alternativen Weg aktivierten
menschlichen Komplementsystems zu verringern. Die Fahigkeit zur Beeinflussung des
Komplementsystems ist von der Anwesenheit terminaler Arabinosen abhangig, da das
.Kernpolysaccharid“ deutlich schwachere Effekte zeigt. Diese Ergebnisse decken sich
auch mit den fur das Echinacea purpurea-AGP erhaltenen Daten [95]. Der Vergleich der
Beeinflussung des Komplementtests in der klassischen Aktivierungskaskade ohne
Vorinkubation zeigt, dass die ICso von Rudbeckia hirta AGP (17,3 ug/ml) kleiner ist als
diejenige des aus Echinacea purpurea isolierten AGPs (119 ug/ml) [95]. Folglich scheint
das AGP aus Rudbeckia hirta ein starkerer Modulator des Komplementsystems zu sein.

Grundvoraussetzung flr die immunmodulatorischen Eigenschaften des AGPs ist, dass
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die therapeutische Anwendung entweder i.v. erfolgt, oder aber dass das AGP keiner
Degradation durch das menschliche Verdauungssystem unterliegt. Zur Untersuchung
einer moglichen Degradation wurde ein Verdauungsmodell zugrunde gelegt, welches sich
am DIN Entwurf 19738 (,Bodenbeschaffenheit - Resorptionsverfugbarkeit von
organischem und anorganischem Schadstoffen aus kontaminiertem Bodenmaterial®)
orientiert. Die Validierung des Testsystems erfolgte mit Hilfe von Starke und bovinem
Serumalbumin. Fir beide Testsubstanzen konnte ein Abbau mit Hilfe der verwendeten
Enzyme gezeigt werden. Auffallig und nicht abschlielend zu deuten war, dass das
verwendete bovine Serumalbumin ein Molekulargewicht von nur ca. 62 kD aufwies. Das
im Standard SDS_1 enthaltene bovine Serumalbumin wird mit einem Molekulargewicht
von 77 kD angegeben und zeigte oberhalb des Testalbumins eine Bande. Vom Hersteller
des Standards wird angegeben, dass Molekulargewichtsschwankungen aufgrund von
gebundenem Farbstoff mdglich sind. Eine Differenz von ca. 15 kD erklart sich damit
allerdings nicht. Neben der Auswertung per SDS-Page wurden mdgliche enzymatische
Auswirkungen auf das AGP im Geldiffusionstest untersucht. Wie bereits vorher diskutiert,
fuhren Veranderungen am Polysaccharid zum Verlust der Reaktivitat mit dem Yariv-
Reagenz.

Nachdem die optimalen Konzentrationsbereiche mit Hilfe von Gummi arabicum-AGPs
ermittelt wurden, erfolgte die Testung des Rudbeckia-AGPs in diesem System.

Die Auswertung mittels Geldiffusionstest zeigte keine Beeinflussung der
Prazipitationsbandenbildung zwischen AGP und Yariv-Reagenz durch die Verdauungs-
enzyme. In allen verwendeten Konzentrationen konnten sowohl fur Gummi arabicum-
AGP als auch fur das Rudbeckia-AGP positive Yariv-Reaktionen beobachtet werden.
Daraus ist zu schlieRen, dass es entweder zu keiner Umsetzung des AGPs kam, oder
aber dass die fur die Reaktivitat bestimmenden funktionellen Gruppen nicht angegriffen
wurden. Die parallel durchgefuhrte SDS-PAGE bestatigte diese Ergebnisse. Wirde das
AGP einer Degradation unterliegen so ware zu vermuten, das Bruchstlicke entstehen
wurden, welche entweder mit einer Coomassie-Farbung oder aber einer Yariv-Farbung
nachweisbar waren. Die Tatsache, dass kein AGP bzw. keine AGP-Bruchstucke
identifiziert werden konnten, ist allerdings auch auf andere Moglichkeiten zurtckzufuhren.
So ist denkbar, dass durch die Neigung zur Aggregatbildung eine Auftrennung der AGPs
nicht moglich war. Des Weiteren ist auch vorstellbar, dass die Detektion mit den

verwendeten Farbstoffen (Coomassie, Yariv) nicht zu den gewulnschten Ergebnissen
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fuhrte und somit mogliche Degradationsprodukte nicht nachweisbar waren. Dagegen
spricht, dass durch die Detektion mit Yariv-Reagenz Rudbeckia-AGP als ,Schmierbande”
nachweisbar war. Diese Art der Bandenbildung wurde auch bei Kreuger und van Holst fur
verschiedene AGPs beschrieben [79].

Betrachtet man den Aufbau des AGPs so ist nicht verwunderlich, dass es zu keinem
Abbau durch a-Amylase kommt. Die Substratspezifitat der a-Amylase ist zu hoch. Von
den verschiedenen Proteasen ware aber eine Degradation des Proteinbackbones zu
erwarten gewesen, was einen Zerfall des AGP-Polymers in kleinere Bruchstlcke und den
Verlust der Yariv-Reaktivitat zur Folge gehabt hatte. Die Ergebnisse der Untersuchung
zur moglichen Degradation des Rudbeckia-AGP stellen aber nur einen ersten
Anhaltspunkt dar und bedurfen weiterer Untersuchungen. Nachdem die Ergebnisse
verschiedener Testsystemen vermuten lassen, dass eine Interaktion der AGPs mit den
Peyer'schen Plaques denkbar ist, und darUber hinaus in in vitro-Testsystemen
Stimulationen verschiedener Immunparameter in diesem Bereich nachgewiesen werden
konnten, stellt die Kenntnis um die strukturelle Integritat des AGPs eine noch fehlende
Information dar.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnisse dieser Arbeit geschlossen werden, dass es
sich bei dem aus dem oberirdischen Pflanzenmaterial von Rudbeckia hirta L. isolierten
Glykoprotein um ein saures, hochverzweigtes Typ |l Arabinogalaktan-Protein handelt,
dessen immunmodulatorischen Eigenschaften in vitro eindeutig nachweisbar waren. Aus
dem Vergleich mit anderen isolierten AGPs konnte geschlossen werden, dass das
Vorkommen von terminaler Rhamnose, 1,5-Arabinose und 1,4-Galaktose das Ausmalf}
und die Starke der Stimulation positiv beeinflusst. Dabei bleibt zwar der Mechanismus
der Immunmodulation unbekannt, die Vielfalt der beeinflussbaren Immunparameter
spricht aber fur eine Beteiligung des AGPs an den kurativen Eigenschaften der
Arzneipflanze Rudbeckia hirta. Interessanterweise konnten im oberirdischen Material von
Rudbeckia hirta keine fur die Wirksamkeit anderer pflanzlicher Immunmodulatoren
diskutierten Alkamide identifiziert werden. Neben der Bedeutung fir die Suche nach den
wirksamkeitsbestimmenden Substanzen kdnnte das Fehlen von Alkamiden auch als ein
chemotaxonomisches Kriterium in der Unterscheidung der Gattungen Echinacea und
Rudbeckia verwendet werden. Die Ergebnisse des Verdauungsmodells weisen des
Weiteren daraufhin, dass es zu keiner Degradation der AGPs im Verdauungstrakt kommt,

womit eine Interaktion mit M-Zellen der Peyer'schen Plaques durchaus denkbar ist.
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5. Zusammenfassung

Rudbeckia hirta L. wird in der Volksmedizin als Arzneipflanze gegen eine Vielzahl
verschiedener Erkrankungen eingesetzt. Dabei spielt gerade die immunmodulatorische
Anwendung eine grof3e Rolle. Dieser Anwendung eine rationale Basis zu geben und
dabei die moglichen wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe naher zu charakterisieren,
war die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit.

Die fir die Immunmodulation vermuteten Arabinogalaktan-Proteine (AGPs) bestehen zu
uber 90 % aus einem Kohlenhydratanteil und zu maximal 10 % aus einem Proteinanteil.
Damit weisen sie Ahnlichkeit mit tierischen Proteoglykanen auf. Die Bindung des
Proteinanteils erfolgt kovalent Uber Hydroxyprolin, Serin oder in seltenen Fallen anderen
Aminosauren. Der Kohlenhydratanteil besteht hauptsachlich aus den beiden
Neutralzuckern Arabinose und Galaktose. Daneben wurden andere Zucker, wie
Rhamnose, Fukose, Mannose, Xylose, Glukose und Glukosamine in geringerer
Konzentration identifiziert. Der saure Charakter einiger AGPs resultiert aus dem
Vorkommen verschiedener Uronsauren, wie Galakturonsaure oder Glukuronsaure. Die
physiologische Funktion der AGPs in der Pflanze ist nicht vollstandig geklart, ihnen wird
aber eine Beteiligung an verschiedenen Signaltransduktionsprozessen und der
somatischen Embryogenese zugesprochen. AGPs koénnen methodisch Uber ihre
Fahigkeit zur Reaktion mit einem Farbstoff, dem Yariv-Reagenz, definiert werden. Durch
diese Fallbarkeit der AGPs mit dem Yariv-Reagenz steht auch ein hochspezifisches
Werkzeug zur Isolierung dieser Substanzen zur Verfugung.

Aus oberirdischem Pflanzenmaterial von Rudbeckia hirta wurde ein wassriger Extrakt
hergestellt, aus dem mit Hilfe der Yariv-Fallung AGPs isoliert werden konnten. Die
nahere chemische Charakterisierung erbrachte, dass es sich bei dem Rudbeckia-AGP
um ein saures, hochverzweigtes Typ Il AGP nach Aspinall handelt. Das Verhaltnis der
dominierenden Neutralzucker Arabinose und Galaktose betragt 1:2,8. Das Protein-
backbone zeichnet durch einen hohen Gehalt an Hydroxyprolin (0,71 %) aus. Mit Hilfe
der Methylierungsanalyse konnte gezeigt werden, dass die Galaktan-Hauptkette
alternierend aus 1,3-Galaktose und 1,3,6-Galaktose Bausteinen besteht, die
moglicherweise partiell mit 1,6-Galaktose unterbrochen werden. Diese Ergebnisse
konnten des Weiteren durch NMR-Untersuchungen bestatigt werden. Die fur den sauren

Charakter des Polymers verantwortliche Glukuronsaure (4,2 %) scheint Uber 1,4-
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Galaktose mit dem Polysaccharid verknupft zu sein. Durch Partialhydrolyse der
furanosidischen Arabinose-Bindungen konnte gezeigt werden, dass die &uferen
Regionen des Polymers hauptsachlich aus terminaler Arabinose und zu einem geringen
Anteil aus terminaler Rhamnose bestehen. Seitenketten-bildende Zucker wurden als 1,3-,
1,5-Arabinosen sowie als 1,3-, 1,4-, 1,6- und 1,3,6-Galaktose identifiziert. Die Reaktivitat
des durch Oxalsaurehydrolyse erhaltenen Kernpolysaccharids mit dem Yariv-Reagenz
ging verloren, wahrend die Reaktivitat nach der Reduktion der Glukuronsaure in den
korrespondierenden Neutralzucker Glukose voll erhalten blieb.

Das isolierte AGP zeigte bei immunpharmakologischen in vitro Untersuchungen starke
Stimmulationseffekte auf die Proliferation von Milzzellen aus C3H/Hed-, NMRI- und
Balb/c-Mausestammen. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Ausschuittung
verschiedener Zytokine (GM-CSF, IL-6, TNF-a, INF-y), die Produktion von Immunglobulin
M (IgM), sowie die Bildung des an der Fremdzellenabwehr beteiligten NO angeregt
werden konnte. Eine Testung des Gesamt-AGP sowie des durch Partialhydrolyse
hergestellten Kernpolysaccharids ergab, dass das Komplementsystem weitaus starker
mit dem Gesamt-AGP interagiert. Daraus konnte gefolgert werden, dass terminale
Arabinosen, die partialhydrolytisch vom Kernpolysaccharid gespalten wurden, wichtig fur
die Reaktivitat sind. Der Vergleich mit anderen isolierten AGPs zeigte fur das Rudbeckia-
AGP sehr starke immunmodulatorische Effekte, wobei das Vorkommen von 1,5-
Arabinose, 1,4-Galaktose sowie terminaler Rhamnose positiven Einfluss auf die Starke
der Immunmodulation zu haben scheint.

Erste Modell-Untersuchungen zur moglichen Degradation durch das menschliche
Verdauungssystem deuteten dartber hinaus darauf hin, dass AGPs unverandert
denkbare Absorptionsbereiche (Peyer'sche Plaques) im Dunndarm erreichen.

Ein vielfach fur die Wirksamkeit von Echinacea-Arten diskutiertes Vorkommen von
niedermolekularen Alkamiden konnte fur oberirdisches Rudbeckia hirta Pflanzenmaterial

nicht bestatigt werden.
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