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1. EINLEITUNG 

1.1 Allgemeiner Teil 

1.1.1 Die Gattung Mycobacterium 

1.1.1.1 Bedeutung und Verbreitung 

Mykobakterielle Infektionen spielen derzeit wieder weltweit eine bedeutende Rolle. 

Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist bereits ein Drittel der 

Weltbevölkerung mit dem Tuberkulose-Erreger infiziert. Jedes Jahr werden rund 

1,8 Millionen Todesfälle infolge von Tuberkulose (TB) verzeichnet. Tuberkulose ist 

somit die häufigste bakteriell bedingte Todesursache. Die WHO erwartet bis zum Jahre 

2020 weltweit eine Milliarde Neuinfektionen, 150 Millionen Neuerkrankungen und in 

der Folge bis zu 36 Millionen Todesfälle. Die Bedeutung dieser Pandemie ist mit dem 

vermehrten Auftreten der AIDS-Erkrankung, sowie von multiresistenten (MDR, 

multidrug resistant) Stämmen dramatisch gestiegen [1;2]. Vor Estland, Lettland, einigen 

Teilen Chinas, in denen MDR-Fälle mehr als 10% aller Tuberkulose-Erkrankungen 

überstiegen [3;4], lag 2004 die weltweit höchste Rate von multiresistenten M. tuber-

culosis-Stämmen bei 13,7% in der russischen Föderation. Dabei ist nach Angaben der 

WHO die Tendenz für diese Region steigend [5]. 

Mykobakterien sind generell weltweit verbreitet (siehe 1.1.3.1), ihr Vorkommen hängt 

jedoch stark von Klima und Lebensstandard ab. So tritt Mycobacterium ulcerans nur in 

tropischen bis subtropischen Klimazonen auf [6]. Mycobacterium tuberculosis hingegen 

ist klimaunabhängig verbreitet, ist dennoch hauptsächlich in den Entwicklungsländern 

ein medizinisches Problem ersten Ranges. Im Jahre 2000 lag die weltweit höchste 

Tuberkulose-Inzidenz in Afrika mit rund 300 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner 

(siehe Abbildung 1). 

Ein großes Problem stellen die Koinfektionen von TB mit HIV (humanes Immun-

defizienz-Virus) dar. So gingen weltweit 9% aller Neuerkrankungen unter den 

Erwachsenen im Alter von 15-49 Jahren mit einer HIV-Infektion einher. Dieser Anteil 
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lag in Afrika bei 26% und in den USA als Industrienation sogar um 31%. Im Jahr 2000 

waren weltweit 12% aller Todesfälle als Folge von TB mit einer HIV-Infektion 

assoziiert. Allein in Südafrika leben nach Schätzungen der WHO zwei Millionen 

koinfizierte Menschen [7]. 

 

Abbildung 1: Von der Weltgesundheitsorganisation geschätzte weltweite Tuberkulose-Verteilung 

für das Jahr 2001. 

Die weltweit höchste Tuberkulose-Inzidenz liegt in Afrika mit über 300 und in Asien mit rund 200 

Erkrankungen pro 100.000 Einwohner. Ähnlich wie in Westeuropa werden in Deutschland jährlich durch-

schnittlich 11.000 Neuerkrankungen statistisch erfasst, was einer Inzidenz von 13 auf 100.000 Einwohner 

entspricht. In den USA ist die Tuberkulose-Inzidenz um 50% geringer als in Deutschland [8]. 

Im Zuge der fortschreitenden HIV-Pandemie wurde somit durch die Weltgesundheits-

organisation eine Strategie zur weltweiten, kontrollierten Tuberkulose-Bekämpfung im 

so genannten DOTS-Programm (directly observed therapy, short course) entwickelt, in 

dem die Therapieadhärenz, wie u. a. die Medikamenten-Einnahme durch die Tuber-

kulose-Patienten, durch ärztliche Aufsicht überwacht wird [9]. 

Als weiterer Vertreter der Mykobakterien verursacht M. leprae die Lepra-Erkrankung. 

Eine Vielzahl von Manifestationen ist bekannt mit z. T. asymptomatischen, aber auch 

schweren Verlaufsformen mit starken Einschränkungen bis hin zu Lähmungen [10]. Die 



EINLEITUNG 
______________________________________________________________________ 

 3

weltweit höchste Inzidenz ist in Afrika und Südostasien zu verzeichnen. In Industrie-

ländern ist die Lepra nicht verbreitet und tritt nur in Einzelfällen als Folge von 

Einreisenden aus Übersee auf [11]. Durch erfolgreiche WHO-Programme ist die Lepra-

Prävalenz im Gegensatz zur Tuberkulose in den letzten 15 Jahren um rund 85% 

reduziert worden, obwohl die Population in den betroffenen Regionen stark angestiegen 

ist [12]. 

Ebenfalls von humanmedizinischer Bedeutung sind Infektionen mit M. avium. Dieser 

Erreger wird mit M. intracellulare zum M. avium-Komplex (MAC) zusammengefasst. 

MAC-Infektionen treten vermehrt in Patienten mit geschwächtem Immunsystem auf, 

wie onkologische Patienten, medikamentös immunsupprimierte und AIDS-Patienten, 

bei denen vorwiegend disseminierte Formen zu beobachten sind. Der am häufigsten 

isolierte Erreger aus AIDS-Patienten ist M. avium. Auch im gesunden Organismus 

können sich MAC-Infektionen manifestieren. Bei Kindern verursacht eine solche 

Infektion typischerweise zervikale Lymphknoten-Läsionen. Bei Erwachsenen mit 

vorgeschädigten Lungen können sich chronische Lungeninfektionen ausbilden (siehe 

1.1.3.2). Jedoch kommt es bei immunkompetenten Individuen lediglich selten zu 

klinischen Erscheinungsbildern, so dass eine solche Infektion nur durch Hauttests 

diagnostiziert werden kann [13;14;15]. 

Mykobakterien infizieren Mensch und Tier. Eine Erkrankung durch M. tuberculosis tritt 

ausschließlich beim Menschen auf, wobei Rinder, Katzen und unter Umständen auch 

Hunde als Wirte dienen. Typischerweise tritt M. bovis im Rind auf (siehe 1.1.1.2), kann 

jedoch, wie M. avium, durch das Tier (Schaf, Ziege, Schwein, Katze, Hühnervogel) auf 

den Menschen übertragen werden [16;17]. 

Alle obligat parasitären Säugertuberkulose-Erreger, die sich in der unbelebten Natur 

nicht replizieren können, sind in der unmittelbaren Umgebung von Mensch und Tier 

verbreitet. Vertreter des MAC sind im Boden, in Grünfutter, Weiden und roher Kuh-

milch zu finden. Saprophytäre Mykobakterien sind generell ubiquitär in der Umwelt 

verbreitet, z.B. in Ackerböden, Staub (v. a. M. fortuitum), Abwasser, Klärschlamm, 

natürlichen und künstlichen Gewässern, Schwimmbädern, Aquarien (v. a. M. marinum) 

und Wasserleitungen (u. a. M. gordonae und M.  kansasii) [6;18]. 
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1.1.1.2 Taxonomie 

Die Familie Mycobacteriaceae aus der Ordnung der Aktinomyzeten besteht aus der 

einzigen Gattung Mycobacterium [19]. Diese wiederum umfasst mehr als 100 Spezies 

[20], die obligat oder fakultativ pathogen sowie ausschließlich saprophytär sind [21]. 

Eine Unterteilung dieser Gattung erfolgt nach verschiedenen Kriterien: 

 

- Nach klinischen Gesichtspunkten unterscheidet man innerhalb des Genus Myco-

bacterium zwischen den klassischen Tuberkulose-Erregern (M. tuberculosis, M. afri-

canum, M. bovis, M. microti), dem Lepra-Erreger (M. leprae), den Erregern des MAC 

(M. avium ssp. avium, M. avium ssp. paratuberculosis, M. avium ssp. silvaticum, 

M. intracellulare, M. scrofulaceum) und den so genannten atypischen Mykobakterien 

(siehe 1.1.2.2).  

- Aufgrund ihrer Pathogenität werden die obligat pathogenen und direkten Zoonose-

Erreger (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis) als „M. tuberculosis-Komplex“ von 

den fakultativ pathogenen Mykobakterien als „nicht-tuberkulöse Mykobakterien (non-

tubercolous mycobacteria, NTM)“ oder „Mycobacteria other than Tubercle Bacilli 

(MOTT)“ abgegrenzt. Als Untergruppe der NTM werden M. avium, M. intracellulare, 

M. marinum und M. xenopi als MAI-Komplex oder MAC (Mycobacterium avium-intra-

cellulare-Komplex, siehe 1.1.1.1) aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeiten 

zusammengefasst. Der Erreger der Johne’schen Krankheit des Rindes [22], M. para-

tuberculosis, ist von großer veterinärmedizinischer Bedeutung [23] und wird aufgrund 

von ähnlichen biochemischen Eigenschaften als Subspezies von M. avium klassifiziert 

[24]. Weitere Vertreter aus der Gruppe der NTM von humanmedizinischer Bedeutung 

sind M. kansasii, M. scrofulaceum, M. szulgai und M. simiae, da sie unter gewissen 

Bedingungen Mykobakteriosen des Menschen verursachen können [25]. 

- Nach wachstumsbiologischen Eigenschaften unterteilt man diese Gattung nach einem 

von RUNYON vorgeschlagenen Schema in vier Gruppen [26]. Dabei unterscheidet man 

zwischen Wachstumsgeschwindigkeit (schnell und langsam wachsende Spezies) und 

Pigmentationsverhalten (skotochromogen und photochromogen). Langsam wachsende 

Keime benötigen länger als sieben Tage, um - von einem verdünnten Inokulum 

ausgehend - auf festen Medien sichtbare Kolonien auszubilden. Skotochromogene 

Arten bilden Pigment unabhängig von den Lichtverhältnissen, photochromogene Myko-

bakterien hingegen benötigen Licht zur Pigmentbildung [27;19]. 
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Die Differenzierung der Spezies erfolgt heutzutage weniger nach biochemischen 

Kriterien, sondern vorwiegend durch molekularbiologische Methoden [28;29]. Das 

ermöglicht nicht nur, Mykobakterien vergleichsweise schnell zu identifizieren, sondern 

auch Spezies-Verwandtschaften aufzuklären, sowie phylogenetische Untersuchungen an 

diesem Genus durchzuführen. Als Zielstrukturen zur Differenzierung dienen ribosomale 

RNA-Gene, in denen sich genus- und speziesspezifische Sequenzbereiche befinden, die 

zur Identifizierung verschiedener Spezies  herangezogen werden können. Dazu wird ein 

Fragment aus dem 16S rRNA-Gen durch eine Polymerasekettenreaktion (Polymerase 

chain reaction, PCR) amplifiziert und anschließend mit entsprechenden spezies-

spezifischen DNA-Sonden zur Bestimmung der Art hybridisiert. Mittlerweile sind 

zahlreiche 16S rRNA-Gene verschiedener Mykobakterien sequenziert worden, so dass 

über eine vergleichende Analyse dieser Sequenzen die Phylogenie dieser Gattung 

beschrieben werden konnte [30;31;32;33]. 

1.1.1.3 Charakteristika 

Mykobakterien sind unbewegliche, säurefeste Stäbchen (siehe unten). Sie erreichen eine 

Länge von 3-5 µm und eine Breite von 0,2-0,6 µm. Die somit relativ kurzen, schlanken 

Stäbchen sind leicht gekrümmt und bilden nur selten Filamente, jedoch im Gegensatz zu 

vielen anderen Aktinomyzeten weder ein Luftmyzel noch Sporen [34]. Sie sind aerob 

bis mikroaerophil (5-10% CO2) und wachsen bei einer optimalen Temperatur von 

37-38°C auf komplexen Nährböden vorwiegend langsam und zum Teil in variabler 

Koloniemorphologie (siehe 1.1.3.4.2) [35]. Hinsichtlich der Wachstumstemperaturen 

verhalten sich Mykobakterien wie alle in Warmblütlern lebende Pathogene mesophil. 

Eine typische Erscheinung von virulenten Stämmen ist die Bildung von so genannten 

Cords, d. h.  zopfförmiges Wachstum, während attenuierte Stämme in unregelmäßiger 

Anordnung wachsen [36]. Die Struktur, die dieses Wachstum hervorruft, wurde 

Cord-Faktor (siehe 1.2.1.4) genannt und gilt als Virulenzfaktor [37]. 

Durch die Gram-Färbung lassen sich Mykobakterien zwar schwach anfärben [295], 

werden aber aufgrund von strukturellen Unterschieden dennoch nicht zur Gruppe der 

Gram-positiven Bakterien gezählt (siehe 1.2.1). 

Durch den großen Anteil an Mykolsäuren in ihrer Zellwand (siehe 1.2.1) besitzen sie 

einen sehr hohen charakteristischen Lipidgehalt, der einerseits ein Verklumpen der 
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Zellen in wässrigen Lösungen hervorruft und andererseits für die Säurefestigkeit 

verantwortlich ist [34]. 

Mykobakterien sind gegen Säuren und Alkalien besonders resistent. Sie können eine 

Behandlung mit 6-8%iger Schwefelsäure ohne Schaden überleben [38]. Alle anderen 

vegetativen Bakterienformen sterben bei derart hohen Säurekonzentrationen ab. Das 

wird sich beim Anlegen von M. tuberculosis-Kulturen zunutze gemacht, um das 

Ausgangsmaterial von Begleitkeimen zu befreien [39]. Zur Dekontamination von 

Sputum-Proben aus Tuberkulose-Patienten wird routinemäßig 1 M Natronlauge 

eingesetzt. Unter diesen Bedingungen sterben die meisten Mikroorganismen ab, 

während viele der M. tuberculosis-Zellen überleben, um dann in sterilen Kulturen 

angezüchtet werden zu können [40]. Mykobakterien sind ebenso widerstandsfähig 

gegen Eintrocknen [41] und Gefrieren. Sie überleben die Hitzefixierung und chemische 

Behandlungen der Ziehl-Neelsen-Färbung (siehe 3.3.1). Gängige Methoden zur Keim-

abtötung, wie Inkubation in 1% wässriger Phenol-Lösung, überleben sie ebenfalls. 

Durch Temperaturen oberhalb von 65°C bei einer Einwirkzeit länger als 30 min- wie 

beim Vorgang des Pasteurisierens- sterben die Zellen jedoch ab. In der Umwelt, wie 

Abwässern, Fäkalien oder Gülle, sind Mykobakterien bis zu 6 Monate überlebensfähig, 

in trockener Umgebung sogar länger. Als Kulturen sind sie bis 12 Jahre viabel. Sehr 

sensibel hingegen reagieren sie auf direkte UV-Strahlung und oxidierende 

Verbindungen. Resistenzen gegen Farbstoffe, Antibiotika und Antituberkulostatika sind 

jedoch speziesspezifisch [34]. 

Eine Besonderheit der Mykobakterien ist, dass sie von Abwehrzellen des Immun-

systems, den Makrophagen, zwar phagozytiert aber nicht abgetötet werden und sich 

sogar intrazellulär replizieren [42]. Um von Makrophagen aktiv aufgenommen zu 

werden, interagieren sie mit zahlreichen Rezeptoren, wie Komplement-Rezeptoren [43], 

Fibronectin-Rezeptoren [44], Makrophagen-Mannose-Rezeptoren [45], Integrinen [46], 

CD14 [47], Mannose-Fucose-Rezeptoren [48] und Surfactant-Protein-Rezeptoren 

[49;50;51]. Nach neuen Erkenntnissen ist auch ein u. a. HIV (gp120)-bindender 

Rezeptor auf dendritischen Zellen als C-Typ-Lektin für die Bindung terminal manno-

sylierter Zellwand-Komponenten, wie Lipoarabinomannan (siehe 1.2.1.3) aus M. tuber-

culosis, verantwortlich: DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion 

molecule-grabbing nonintegrin) [52;53]. 

Folglich sind multiple Rezeptor-Ligand-Systeme in der Adhärenz von Mykobakterien 

an Makrophagen involviert. Auf bisher unbekanntem Wege sind sie in der Lage, nach 
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der Phagozytose durch Makrophagen die Fusion von Lysosom und Phagosom zu 

inhibieren [40] (siehe 1.2.4). Damit haben sie eine Strategie entwickelt, der Immun-

abwehr optimal zu entgehen [34]. Die meisten intrazellulären Bakterien verhindern die 

Reifung des Phagosoms und schaffen sich so einen optimalen Lebensraum innerhalb der 

Wirtszelle [54;55;56]. 

1.1.1.4 Virulenz 

Von einigen Mykobakterien existieren Rauformen, die virulenter sind als Glattformen. 

Mycobacterium tuberculosis, M. microti und M. bovis wachsen ausschließlich in Rau-

formen, M. avium zeigt sowohl raue als auch glatte Kolonien (siehe 1.1.3.4.2). Die 

Virulenz ist ferner abhängig von einer erworbenen Resistenz gegen Isoniazid durch den 

Verlust des Cord-Faktors [57;58] (siehe 1.2.1.4). Beim MAI-Komplex hängt die 

Virulenz auch vom Serovar ab (siehe 1.1.3.4.1). Mykobakterien besitzen zahlreiche 

Serovare und Antigenfaktoren pro Spezies [6;59]. 

1.1.2 Mykobakterielle Infektionen beim Menschen 

Es wird generell unterschieden zwischen Tuberkulosen, die bei Säugern durch den 

M. tuberculosis-Komplex (siehe 1.1.1.1), bei Vögeln durch M. avium und bei wechsel-

warmen Vertebraten durch M. marinum hervorgerufen werden [60], und Myko-

bakteriosen, die vorwiegend in vorgeschädigten Organismen durch fakultativ pathogene 

Erreger verursacht werden. 

Klinisch und epidemiologisch bedeutsame mykobakterielle Infektionen im Menschen 

sind die Tuberkulose (siehe 1.1.2.1), die Lepra und Atypische Mykobakteriosen (siehe 

1.1.2.2). 

1.1.2.1 Tuberkulose 

Erstmals wurde der Begriff „Phthisis“ (Schwindsucht) von HIPPOKRATES (ca. 

460-375 v. Chr.) geprägt, um einen Zustand zu beschreiben, der von allgemeinem 

Verfall und Auszehrung gekennzeichnet war. 1689 benutze der britische Arzt THOMAS 

G. MORTON den Begriff „Tuberkel“ (= Höcker, Knötchen) für die charakteristischen 
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Läsionen im Lungengewebe. Daraus leitete JOHANN LUCAS SCHÖNLEIN 1832 

„Tuberkulose“ ab. Sie wurde jedoch durch ihr vielgestaltiges Leiden nicht als Krankheit 

aufgefasst, sondern als „Schicksal“ bezeichnet. Diese Erkrankung war im 19. Jahr-

hundert als „Weiße Pest“, „Volksseuche“ oder „Proletarierkrankheit“ die häufigste 

Todesursache in Europa, an der etwa 30% der erwachsenen Bevölkerung verstarben 

[61]. 

Im Jahre 1882 entdeckte der deutsche Arzt ROBERT KOCH M. tuberculosis als Erreger 

der Tuberkulose. Damit war der Krankheitsbegriff ätiologisch geprägt. Entscheidend für 

die Diagnose wurde der Nachweis von „Tuberkel-Bazillen“. Die verschiedenen Organ-

manifestationen der Infektion, z.B. in der Lunge, Haut, im Urogenitaltrakt, die bislang 

als verschiedene Krankheitseinheiten galten, wurden nun als Tuberkulose zusammen-

gefasst. Die Erforschung und Bekämpfung der Tuberkulose als wichtigste Infektions-

krankheit, weit vor Pest und Cholera, war nun wichtigstes Ziel von ROBERT KOCH und 

anderen Bakteriologen [61]. 

Mit der Entwicklung des Streptomycins (1944 [62]), der Paraminosalicylsäure (1949 

[63]), des Isoniazids (1952 [64]), Pyrazinamids (1954 [65]), Ethambutols (1962 [66]) 

und des Rifampicins (1967) wurde es möglich, die Tuberkulose chemotherapeutisch zu 

behandeln, so dass sich die Therapie der TB vom Lungensanatorium zum Allgemein-

krankenhaus verlagerte [67;68]. 

1.1.2.1.1 Pathogenese und Klinik 

Die Tuberkulose des Menschen wird durch M. tuberculosis verursacht und ist eine 

chronische, progressive Allgemeininfektion. Sie ist gekennzeichnet durch die Bildung 

von Granulomen (siehe unten) in infiziertem Gewebe und durch zellvermittelte Hyper-

sensitivität. Die zellvermittelte Hypersensitivität ist charakteristisch für die Tuberkulose 

und spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese [69]. 

Mykobakterien werden rezeptorvermittelt (siehe 1.1.1.3) durch Gewebsmakrophagen 

phagozytiert [42]. Weiterhin ist bekannt, dass Mykobakterien nicht nur durch Makro-

phagen, sondern auch durch Neutrophile phagozytiert werden [70]. Das frühe 

Phagosom, das durch einen schwach sauren pH-Wert (pH~ 6) charakterisiert ist, reift 

dann zu einem späten Phagosom mit niedrigerem pH-Wert (< pH 5,5). Mykobakterien 

hemmen die Verschmelzung von Phagosom und Lysosom, wie auch die meisten intra-

zellulären Bakterien die Reifung des Phagosoms verhindern. Durch die Erstinfektion 
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eines Alveolarmakrophagen mit Mykobakterien werden zahlreiche Effektormoleküle 

und lösliche Botenstoffe freigesetzt, die eine Immunantwort des Wirtsorganismus 

induzieren. Eine Übersicht über die frühen Makrophagenreaktionen als Folge der 

Phagozytose von Mykobakterien zeigt die Abbildung 2. 
 

 

Abbildung 2: Übersicht über die frühen Makrophagenreaktionen als Folge der Phagozytose von 

Mykobakterien. 

Nach rezeptorvermittelter Aufnahme von Mykobakterien (MΦ) durch Makrophagen werden apathogene 

Erreger erfolgreich abgetötet, verdaut und deren Abbauprodukte freigesetzt. Die Abbauprodukte stellen 

u. a. Zellwandbestanteile, wie Lipoarabinomannan (LAM) dar. Pathogene Mykobakterien hingegen 

inhibieren die Verschmelzung von Phagosom und Lysosom und überleben intrazellulär. Die Abtötung 

intrazellulärer Erreger wird hauptsächlich durch hoch reaktive Effektormoleküle, wie Superoxidanionen 

(O2
-) und Stickstoffmonoxid (NO), die oft synergistisch wirken, ausgelöst. Proinflammatorische Zytokine, 

wie TNF-α, IL-1 und IL-6, sowie Chemokine (RANTES und MIP-1β) werden von ruhenden Makro-

phagen sezerniert, um Leukozyten an den Infektionsherd zu rekrutieren und lokale Entzündungs-

reaktionen zu induzieren. Die Freisetzung von IL-12 führt zu einer protektiven Zellantwort. TGF-β und 

IL-10 dämpfen wahrscheinlich nach erfolgreicher Infektabwehr die Immunantwort [71]. Abbildung mit 

freundlicher Genehmigung von Dr. Norbert Reiling, Molekulare Infektiologie, Forschungszentrum 

Borstel. 

Die Abtötung intrazellulärer Erreger geschieht in erster Linie direkt durch hoch reaktive 

Effektormoleküle, wie reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Intermediate [72;73]. 

Proteine des Erregers werden von Makrophagen prozessiert und durch Genprodukte des 

MHC-Komplexes auf der Oberfläche antigen-präsentierender Zellen (T-Lymphozyten) 

präsentiert [74], die ihrerseits unterschiedliche Effektormechanismen aktivieren. Von 
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T-Lymphozyten sezerniertes INF-γ führt zur Aktivierung von Gewebsmakrophagen 

[75], die dann als Effektoren der körpereigenen Abwehr fungieren. Obwohl in 

aktivierten Makrophagen die intrazelluläre Vermehrung weitgehend unterdrückt wird, 

können einige Erreger persistieren und bei einer Immunschwäche reaktiviert werden. 

Proinflammatorische Zytokine, wie TNF-α, IL-1 und IL-6, sowie Chemokine werden 

von Makrophagen und anderen Wirtszellen sezerniert, um Leukozyten an den 

Infektionsherd zu rekrutieren und lokale Entzündungsreaktionen hervorzurufen 

[76;77;78;79]. Die Freisetzung von IL-12 führt zur Entwicklung einer protektiven Zell-

antwort [80]. Da hohe TNF-α-Konzentrationen im Plasma negative Effekte - wie die 

charakteristische Kachexie - bewirken, ist es nötig, die Immunantwort zu gegebener 

Zeit zu reduzieren [81]. Wahrscheinlich werden daher sowohl IL-10 als auch TGF-β als 

immuninhibitorische Zytokine sezerniert [82;83]. 

Der initiale Eintritt der Erreger in die Lunge ruft bei Neuinfizierten eine unspezifische, 

akut inflammatorische, aber oft symptomlose Reaktion hervor. Die Tuberkelbakterien 

werden von Makrophagen phagozytiert und den regionalen Lymphknoten zugeführt. 

Von dort aus kann es zur hämatogenen Ausbreitung des Erregers im Organismus 

kommen und so zu einer Dissemination führen. In den meisten Fällen heilen primäre 

pulmonale Läsionen und solche einer disseminierten Tuberkulose ab, jedoch stellen sie 

mögliche Ausgangspunkte für spätere Reaktivierungen dar [84]. In den ersten zwei bis 

acht Wochen nach der primären Infektion entwickelt sich eine zellvermittelte Hyper-

sensitivität. Während sich die Erreger intrazellulär replizieren, gelangen immun-

kompetente Lymphozyten in die infizierten Gebiete, in denen sie Interleukine und 

Lymphokine sezernieren, um Monozyten aus dem Blutstrom in die betreffende Region 

zu  rekrutieren. Diese transformieren zu Makrophagen und differenzieren sich 

anschließend  in spezialisierte histiozytäre Zellen, die in Granulomen [85] organisiert 

werden. Dadurch wird die weitere Vermehrung und Ausbreitung der Mykobakterien 

normalerweise verhindert, obwohl sie innerhalb der Makrophagen für viele Jahre 

persistieren können, ohne einen Ausbruch einer Tuberkulose hervorzurufen. Das 

Zentrum des Granuloms kann sich nach gewisser Zeit isolieren und durchläuft eine 

verkäsende Nekrose [86]. Darin persistierende Bakterien finden im käsigen Detritus des 

Granuloms eine lipid-reiche Nährstoff-Umgebung. Sie können in einer solchen Phase 

der Latenz ihr Überleben wahrscheinlich dadurch sichern, dass sie Lipide katabolisieren 

und zur Nitrat-Atmung wechseln [3;87]. 
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Eine primäre Lungentuberkulose verläuft normalerweise asymptomatisch mit einer 

unspezifischen Pneumonie in den mittleren und unteren Lungenbezirken. Bei einer nicht 

ausreichenden zellulären Immunantwort kann sich eine Miliartuberkulose ausbilden. 

Dabei kommt es zur synchronen Durchsetzung aller Organe mit zahlreichen knötchen-

förmigen Herden [69]. 

Eine postprimäre Lungentuberkulose entsteht mehr als zwei Jahre nach der Infektion. Es 

kommt dabei zu einer Reaktivierung der endogenen Tuberkulose aus einem bestehenden 

Herd. Die meisten Patienten (über 95%) bilden diese Form der Tuberkulose erst Jahre 

nach der Infektion. Nach neuen Erkenntnissen spielen jedoch Reinfektionen (mit einem 

weiteren Stamm) eine bedeutende Rolle. Die Erkrankung beginnt oftmals im Lungen-

apex mit einer chronischen Entzündung, wo sich häufig Erreger bei der primären 

Streuherdbildung ablagern. Dabei kann es zur Verkäsung und Einschmelzung des Focus 

kommen und schließlich bis zur Arrosion des Bronchus führen. Daraufhin kommt es zur 

Kavernenbildung, und es können Erreger in weitere Bereiche des Lungengewebes 

aspiriert werden, die dann einen weiteren Infektionsprozess durchlaufen [88]. Generell 

kann jedes Organ von einer so genannten extrapulmonalen Tuberkulose befallen werden 

[89]. Bei einer extrem schlechten zellulären Abwehr (z.B. bei AIDS-Patienten) kann es 

zur areaktiven Sepsis acutissima kommen, die zumeist innerhalb weniger Tage zum 

Tode führt [69]. 

Wenn es bei der Lungentuberkulose zu Einschmelzungen kommt, die Anschluss an den 

Bronchialbaum haben, können sich beim Abhusten lungengängige Aerosole bilden, die 

hochinfektiös sind. Man spricht dann von einer „offenen TB“. Jeder Patient mit einer 

offenen TB ist kontagiös und infiziert - entgegen der verbreiteten Ansicht - eine große 

Anzahl weiterer Personen mit einer Infektionsrate von bis zu 45% unter sämtlichen 

Kontaktpersonen [90]. 

In 99% der Fälle handelt es sich um den aerogenen Übertragungsweg, vorwiegend 

durch Inhalation von Aerosolen. Als die Rindertuberkulose noch verbreitet war, spielte 

auch die orale Infektion mit M. bovis durch Kuhmilch eine große Rolle. Doch durch die 

1931 verordnete Milchpasteurisierung konnte diese Erkrankung erfolgreich bekämpft 

werden. 

Weniger als 10% der mit M. tuberculosis infizierten und immunkompetenten Menschen 

entwickeln eine aktive TB. Wird diese nicht therapiert, so verläuft die Erkrankung in 

der Hälfte aller Fälle tödlich [3]. Mit zunehmender Immunschwäche steigt die Inzidenz 
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jedoch dramatisch, und die Reaktivierung eines bereits vorhandenen Herdes wird 

begünstigt durch Alkoholismus, Fehlernährung, Immunsuppression und Diabetes [91]. 

1.1.2.1.2 Diagnostik und Vakzinierung 

In Deutschland wurde die Meldepflicht der Tuberkulose durch das Infektionsschutz-

gesetz eingeführt. Danach muss sowohl die Erkrankung als auch der Tod an einer 

Tuberkulose gemeldet werden [92]. 

Der Verdacht einer Lungentuberkulose wird anhand der Kombination aus klinischer 

Symptomatik, Thorax-Röntgenbild und Tuberkulin-Hauttest erhärtet, die Diagnose aber 

wird bestätigt durch den direkten Nachweis säurefester Stäbchen im Sputum, den 

Kulturnachweis und gegebenenfalls molekularbiologischer Methoden [93]. 

Der Tuberkulin-Test gibt Aufschluss über den Infektionsstatus. Dabei wird 

standardisiertes PPD (Purified Protein Derivative), ein Extrakt aus M. tuberculosis [94], 

intrakutan injiziert. Ist der Organismus zuvor mit Tuberkulose-Erregern in Kontakt 

gekommen, so infiltrieren u. a. inflammatorische CD4+-T-Lymphozyten in ihrer 

Funktion als Memory-Zellen zum Ort des Geschehens und rufen eine lokale 

Entzündungsreaktion vom verzögerten Typ hervor [95]. Als positiv wird der Test 

gewertet, wenn sich nach 72 h eine Induration von 10 mm oder mehr zeigt und als 

negativ, wenn diese 5 mm oder weniger beträgt. Bei Werten dazwischen ist das 

Ergebnis nicht eindeutig zu bewerten. Bei repräsentativen Gruppen nichtvakzinierter 

Kinder ist der Test einfach und verlässlich. Ein positiver Tuberkulin-Test zeigt also den 

Abwehrstatus des Organismus nach einer vorangegangenen Infektion mit Tuberkulose-

Erregern oder eine erfolgte Schutzimpfung an [96]. 

Bei der Schutzimpfung gegen TB setzt man den attenuierten M.  bovis Stamm BCG ein. 

BCG ist die Abkürzung für Bacille Calmette-Guérin, benannt nach zwei französischen 

Bakteriologen, die einen virulenten Stamm von M. bovis auf Kartoffel-Glyzerin-

Medium mit Rindergalle durch 230 Passagen über 13 Jahre für Impfzwecke dauerhaft 

attenuierten [97]. Die erhaltene Kultur wurde 1921 in Paris als erste Humanvakzine 

unter der Bezeichnung Bacille Calmette-Guérin appliziert und nach offizieller 

Akzeptanz weit verbreitet eingesetzt [98]. Seit 1974 ist die BCG-Impfung Teil des 

„Erweiterten Impfprogrammes“ (Expanded Programme on Immunization) der WHO 

[99] und von unbestrittenem Nutzen, was den Schutz gegen die Tuberkulose betrifft 

[100]. Sie schützt Neugeborene und Kleinkinder vor disseminierter Tuberkulose, wie 
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typischerweise Miliartuberkulose und tuberkulöser Meningitis, jedoch ist die BCG-

Impfung unzureichend, was den Schutz von Erwachsenen gegen pulmonale 

Tuberkulose betrifft [101;102]. Ebenso kann auch eine natürliche Infektion mit 

M. tuberculosis nicht vor einer Reinfektion schützen. 

Die Vakzinierung in Deutschland und anderen industrialisierten Ländern wird jedoch 

heute aufgrund von unerwünschten Nebenwirkungen und z. T. schwerwiegenden 

systemischen Komplikationen [103;104] nicht mehr standardmäßig durchgeführt 

[105;106] und lediglich Risikogruppen empfohlen [107]. Dennoch wurden bislang mehr 

als drei Milliarden Menschen geimpft. Damit handelt es sich hier um den am häufigsten 

verwendeten Lebendimpfstoff weltweit [108]. 

Erstaunlicherweise zeigt der M. bovis Stamm BCG nach intravesikaler Instillation einen 

positiven Effekt in der Behandlung des Urothelkarzinoms der Blase, der vierthäufigsten 

Tumorart unter Männern [109]. Die Behandlung dieser Tumoren mit BCG ist derzeit 

die erfolgreichste Immuntherapie, obwohl die Ursache der anti-neoplastischen Eigen-

schaft dieses Mykobakterien-Stammes bislang ungeklärt ist [110]. 

1.1.2.2 Atypische Mykobakteriosen 

Mykobakteriosen sind durch die große Anzahl immunsupprimierter HIV-Infizierter 

vorwiegend in den Entwicklungsländern stark verbreitet [111]. 

Aus der Gruppe der nicht-tuberkulösen Mykobakterien (NTM) gehören 90% aller 

Isolate zu den Spezies M. avium, M. intracellulare, M. chelonae, M. xenopi und 

M. kansasii [112]. 

Atypische Mykobakteriosen werden u. a. durch folgende Spezies verursacht (Einteilung 

nach RUNYON, 1959 [26]): 

 

1. Mycobacterium kansasii (Gruppe I, photochromogen, langsam wachsend): führt zu 

einer Lungenerkrankung ähnlich der TB, jedoch nicht so schwerwiegend und nur selten 

disseminierend [113]. 

2. Mycobacterium scrofulaceum (Gruppe II, skotochromogen, langsam wachsend): 

verursacht bei Kleinkindern zervikale Lymphadenitis von subakutem und chronischem 

Verlauf, nur selten disseminierend [114]. 
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3. Mycobacterium avium-intracellulare-Komplex (Gruppe III, nicht chromogen, 

langsam wachsend): führt zu Lungenschädigungen, die radiologisch nicht von TB zu 

unterscheiden sind [115]. 

4. Mycobacterium fortuitum (Gruppe IV, nicht chromogen, schnell wachsend): 

verursacht Lungenschäden ähnlich der TB und Abszesse in OP-Wunden [116]. 

 

Die Verbreitung und Pathogenität von nicht-tuberkulösen Mykobakterien ist von 

Spezies zu Spezies unterschiedlich. Sie sind teilweise pathogen und z. T. Opportunisten. 

Vorwiegend verursachen sie Lungenschädigungen, lokalisierte Lymphadenitiden und 

Hautschäden. Bei AIDS-Patienten jedoch treten häufig disseminierte Formen durch den 

MAI-Komplex auf (siehe 1.1.3.2). Ebenfalls klinisch bedeutsam sind die Spezies 

M. kansasii, M. simiae und M. szulgai mit chronischen Lungeninfektionen als Folge, 

M. marinum als Auslöser des so genannten „Schwimmbadgranuloms“ nach Baden in 

kontaminiertem Wasser [117], sowie in tropischen Klimazonen M.  ulcerans als Erreger 

von Hautinfektionen mit schwerwiegenden Geschwüren [118]. 

Im Gegensatz zu M. tuberculosis werden die Erreger aus der Gruppe der NTM nicht 

von Mensch zu Mensch übertragen [119]. 

Im Vergleich zu Tuberkulosen ist die Diagnose von Mykobakteriosen wesentlich 

komplizierter. Diese Erreger sind teilweise ubiquitär verbreitet, und die Infektionen 

verlaufen z. T. asymptomatisch, so dass nicht immer zwischen symptomloser 

Kolonisation und Erkrankung unterschieden werden kann. Für die Diagnose ist daher 

einerseits der kulturelle Erregernachweis und andererseits eine bestehende Organläsion 

Voraussetzung. Werden aber obligat humanpathogene Mykobakterien nachgewiesen, so 

wird eine Mykobakteriose ausgeschlossen. Molekularbiologische Methoden, wie die 

DNA-Microarray-Technik, bieten verbesserte Möglichkeiten zur Diagnostik von nicht-

tuberkulösen Mykobakterien [120]. 

1.1.3 Mycobacterium avium 

1.1.3.1 Epidemiologie 

Im 19. Jahrhundert wurde erstmals ein Erreger des MAC aus Vögeln isoliert. Daher 

wurde der Organismus Mycobacterium avium genannt. Es war bekannt, dass der Erreger 
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sowohl in domestizierten als auch in wilden Vögeln Krankheiten verursacht. Doch bis 

1950 wurde ihm keine Bedeutung als humanpathogener Keim zugesprochen [121;122]. 

Der MAC ist in der Umwelt ubiquitär verbreitet [123]. 

Seit 1970 ist bekannt, dass Meerwasser, Frischwasserquellen und Leitungswasser-

systeme ebenfalls Reservoire für Vertreter des MAC sind. Auch konnten in den USA 

nicht-tuberkulöse Mykobakterien in Trinkwasser nachgewiesen werden [119]. Generell 

unterscheiden sich jedoch Isolate aus Meerwasser- und Frischwasserquellen von 

solchen aus Patienten in biochemischen Eigenschaften, so dass davon auszugehen ist, 

dass diese Quellen keine Habitate für humanpathogene Erreger sind. In Leitungswasser-

systemen, vorwiegend zirkulierenden Heißwassersystemen, wurden allerdings Isolate 

von demselben Serotyp gefunden wie in Patienten [122;124]. 

Mykobakterien des MAC sind in Gewässern aller geographischer Regionen präsent, 

dabei deutlich weniger in den Entwicklungsländern [122;125]. 

Auch wurden Organismen des MAC aus Säugern isoliert, wie Schweinen und Schafen, 

in denen sie sowohl subklinische Kolonisationen als auch Krankheiten verursachen 

können. Die Serotypen aus diesen Tieren ähneln sehr den humanen - vorwiegend 2, 6 

und 8. Ferner gibt es u. a. Isolate aus Katzen, Hunden, Wild und Affen, was die 

ausgedehnte Verbreitung dieser Spezies widerspiegelt [121;122;126]. 

Alle Mykobakterien, so auch die des MAC, sind auch im Erdboden, wie Lehm, Ton und 

Schlamm zu finden. So wurden einige Serotypen gefunden, die Analogien zu Patienten-

isolaten aufwiesen [122;127]. 

Durch das Vorkommen von M. avium und anderen Vertretern aus dieser Gruppe in 

Schweinen, Schafen und Geflügel stellen diese Tiere und Tierprodukte auch als Lebens-

mittel bei unzureichender Hitzebehandlung für den Menschen eine potentielle 

Infektionsquelle dar. Außerdem wurden MAC-Isolate in Milch nachgewiesen, und zwar 

sowohl in unpasteurisierter als auch in pasteurisierter Milch [122;128]. 

Nicht zu unterschätzen ist die Kolonisation des Menschen mit Erregern vom MAC. Es 

gibt Studien, in denen Erreger des MAC von rund 1% asymptomatischer Personen aus 

Oral- und Bronchialsekreten isoliert wurden [129;130]. Patienten mit chronischen 

Lungenerkrankungen gelten als besonders lange Keimträger. Bei Studien zur Rolle der 

Mykobakterien in der Ätiologie des Morbus Crohn wurden Stuhlproben gesunder 

Kontrollpersonen untersucht und festgestellt, dass diese ebenfalls im Colon eine 

Besiedlung durch M. avium aufweisen [131;132]. Das weist darauf hin, dass die 
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Ingestion und anschließende Passage durch den Gastrointestinaltrakt nicht selten auftritt 

und symptomlos verläuft [122]. 

Der mit M. avium kolonisierte und infizierte Mensch scheidet zwar Mykobakterien aus, 

jedoch ist die Übertragung von Mensch zu Mensch im Gegensatz zur Tuberkulose von 

geringer Bedeutung [133;134]. 

Die Erreger des MAC können im Menschen drei verschiedene Erkrankungen 

verursachen: zervikale Lymphadenitis, chronische Lungeninfektion und disseminierte 

Formen in AIDS-Patienten (siehe 1.1.3.2). Die Inzidenz aller drei Krankheitsbilder 

steigt, wobei die Zunahme der DMAC (disseminated M. avium complex diseases) mit 

der HIV-Pandemie einhergeht, die Tendenz der beiden anderen Erkrankungen hingegen 

noch ungeklärt ist. 

Zervikale Lymphadenitiden werden vorwiegend durch den MAC, aber auch durch 

M. kansasii und M. scrofulaceum verursacht [135]. Es handelt sich dabei um eine relativ 

seltene Erscheinungsform [133]. In den achtziger Jahren wurden in den USA jährlich 

rund 300 Fälle bekannt. Da in vielen Fällen keine eindeutige Diagnose gestellt werden 

konnte, weil kein Erregernachweis möglich war, wird geschätzt, dass in diesem 

Zeitraum um 500 Fälle pro Jahr auftraten [136]. Diese Erkrankung betrifft Kinder 

meistens von weißer Hautfarbe und von fast ausschließlich unter fünf Jahren. Mädchen 

erkranken häufiger als Jungen [137]. Die Tendenz von Kleinkindern, vieles aus ihrer 

Umgebung oral zu erfassen, könnte die Beschränkung der Erkrankung auf die ersten 

Lebensjahre erklären [135]. 

Chronische pulmonale Erkrankungen, die auf eine MAC-Infektion zurückzuführen sind, 

traten in den USA in den Jahren 1981-1983 in rund 3000 Fällen pro Jahr auf [136]. Die 

meisten Patienten haben weiße Hautfarbe und sind über 40 Jahre alt, wobei Männer 

etwas häufiger erkranken als Frauen. Die Rate von 1,3 Erkrankungen pro 100.000 

Einwohner ist in Japan [138] und den Vereinigten Staaten [139] gleich und ähnlich der 

in der Schweiz mit einer Inzidenz von 0,9 pro 100.000 [140]. Doch sind generell in 

vielen Ländern ansteigende Raten zu verzeichnen, wobei die Ursache dafür bislang 

nicht bekannt ist [141]. Die chronischen Lungenerkrankungen bei Patienten mit 

vorgeschädigten Lungen, z.B. bei COPD (chronic obstructive pulmonary disease), einer 

chronisch obstruktiven Bronchitis, werden gleichermaßen durch M. avium und M. intra-

cellulare verursacht [142]. 

Disseminierte MAC-Infektionen in AIDS-Patienten werden in 98% der Fälle durch 

M. avium verursacht [143]. Im Jahre 1992 waren von 100.000 AIDS-Patienten in den 
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USA 20.000 von dieser schweren Erkrankung betroffen, was diese somit zur Haupt-

manifestation aller humanen Infektionen durch den MAC macht. 15-24% aller AIDS-

Patienten haben diese Krankheit, und 20% entwickeln diese innerhalb nur eines Jahres 

[15;144]. Bei Autopsien werden bei rund jedem zweiten verstorbenen AIDS-Patienten 

MAC-Infektionen nachgewiesen [145]. 

Im Vergleich zu den USA, Australien, Deutschland und anderen europäischen Staaten 

ist die Häufigkeit disseminierter MAC-Infektionen in AIDS-Patienten in Entwicklungs-

ländern sehr viel geringer. Lediglich 10-25% aller Erkrankungsfälle treten in 

Entwicklungsländern auf [146]. Das ist u. a. darauf zurückzuführen, dass in solchen 

Regionen die Überlebensdauer von AIDS-Patienten aufgrund unzureichender thera-

peutischer Maßnahmen geringer ist. 

Eine Studie zeigte, dass der einzige signifikante Risikofaktor für disseminierte MAC-

Infektionen in AIDS-Patienten die Anzahl der CD4+-T-Lymphozyten im Blut ist [146]. 

Es ist bekannt, dass HIV CD4+-T-Zellen zerstört. Sinkt die Zellzahl unter einen 

kritischen Wert, versagt die zelluläre Immunantwort, und es kommt zu einer Reihe von 

Infektionen durch opportunistischen Erreger [147]. Mit Abnahme dieser Zellzahl unter 

100 pro mm3 Blut steigt das Risiko für disseminierte MAC-Erkrankungen dramatisch 

[146]. 

Analog der steigenden Inzidenz der AIDS-Erkrankung nimmt auch die der 

disseminierten MAC-Infektion jährlich zu. Doch zusätzlich dazu steigt auch der 

prozentuale Anteil an disseminierter MAC-Infektion zu AIDS. Eine Erklärung dafür ist 

der große Anteil an Patienten mit niedrigen CD4+-Zellen über einen langen Zeitraum 

unter retroviraler Therapie und früher medikamentöser Behandlung gegen 

opportunistische Infektionen. Viele AIDS-Patienten überleben heutzutage trotz 

niedriger CD4+-Zellen einen relativ langen Zeitraum, was sie hingegen für disseminierte 

MAC-Infektionen empfänglich macht [15]. 

Es konnte gezeigt werden, dass in koinfizierten Patienten die HIV-Replikation durch 

MAC gesteigert wird [148]. 

1.1.3.2 Klinik 

Häufige klinische Erscheinungsbilder disseminierter M. avium-Infektionen in 

AIDS-Patienten sind Fieber, Anämie, Zytopenien und Hepatosplenomegalie [145]. In 
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seltenen  Fällen treten Lungenentzündungen, Lymphadenopathien, Cholecystitis sowie 

Hautläsionen auf [149]. Hepatische Infiltrationen sind häufig und führen dadurch zu 

einem massiven Anstieg der alkalischen Phosphatase im Serum. Ein Befall des Dünn-

darms kann zu Diarrhöe und Malabsorption führen und in der Folge u. a. zu Gewichts-

verlust. Bei Befall des Colons kommt es zu extrem starken Abdominalschmerzen. 

Häufige Manifestationen im Gastrointestinaltrakt lassen vermuten, dass es sich um den 

oralen Infektionsweg handelt. Die Ursachen, die zur Kolonisierung oder zur 

Entwicklung einer disseminierten Infektion  führen, sind derzeit noch unklar [145]. 

Mit bis zu 106 Zellen pro ml Blut und bis zu 1010 Bakterien pro g Gewebe kann die 

Bakteriendichte des MAC bei Infektionen extrem hoch sein [145]. 

1.1.3.3 Therapie 

Die Behandlung von MAC-Infektionen in AIDS-Patienten ist oft schwierig und 

unbefriedigend. Hinsichtlich des klinischen Nutzen einer antimykobakteriellen Therapie 

unter AIDS werden nur hoch symptomatische Patienten behandelt [150]. Gängige Anti-

tuberkulosemittel, wie Isoniazid, weisen gegenüber Erregern des MAC nur geringe 

Wirksamkeit auf oder werden, wie Ethionamid, nur schlecht toleriert. Derzeit nützliche 

Chemotherapeutika stellen die neueren Makrolide Chlarithromycin und Azithromycin 

dar [151]. Sie zeichnen sich durch  gute Bioverfügbarkeit aus, d. h. sie reichern sich in 

Makrophagen an und erreichen dort eine zehnfach höhere Konzentration als im Plasma. 

Werden sie als Monotherapie verabreicht, bilden sich rasch Resistenzen, was eine multi-

medikamentöse Therapie notwendig macht. Zusätzlich verabreichtes Ethambutol oder 

Rifampicin wirkt synergistisch und wird häufig in die Kombinationstherapie einbezogen 

[152]. Klinische Studien werden derzeit durchgeführt, um das optimale Behandlungs-

schema zu erstellen [153]. 

1.1.3.4 Mikrobiologie 

1.1.3.4.1 Serovare 

Der MAC wird beschrieben als langsam wachsend und weder skoto- noch photo-

chromogen. Damit zählt er zur Gruppe III nach RUNYON (siehe 1.1.2.2). Nach sero-
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logischen Gesichtspunkten (Serumagglutination) wird dieser unterteilt in 28 Serovare 

von zwei Spezies, M. avium und M. intracellulare, wobei auch eine dritte Spezies, 

M. scrofulaceum, einbezogen jedoch taxonomisch abgegrenzt wird [154]. Nach phäno-

typischen Merkmalen und molekularbiologischen Untersuchungen wird die Art 

M. avium weiterhin in drei Subspezies geteilt: M. avium ssp. avium, M. avium ssp. para-

tuberculosis und M. avium ssp. silvaticum (siehe 1.1.1.2). Die Grundlage der Einteilung 

in Serovare liegt in variablen Oligosaccharid-Resten von Glycopeptidolipiden (GPL), 

den sog. C-Mycosiden, in der Zellwand der Mykobakterien (siehe 1.2.1). Unspezifische 

GPL (non-specific glycopeptidolipids, nsGPL), die in allen Serovaren vorkommen, 

werden von serovarspezifischen (serovar-specific glycopeptidolipids, ssGPL) 

unterschieden [155]. Die Oligosaccharid-Strukturen der am häufigsten isolierten Sero-

vare aus AIDS-Patienten, nämlich 1, 4 und 8 wurden aufgeklärt [156]. DNA-Unter-

suchungen führten zu dem Ergebnis, dass die Serovare 1-6 und 8-11 zu M. avium 

gezählt werden und die Serovare 7, 12-17, 19, 20 und 25 zu M. intracellulare. Die 

restlichen Serovare können nicht eindeutig einer Spezies zugeordnet werden [157]. 

Diese und andere Studien über DNA-Homologien und rRNA-Sequenz-Analysen lassen 

den Schluss zu, dass über 90% aller disseminierter MAC-Infektionen durch M. avium 

verursacht werden [158]. 

1.1.3.4.2 Koloniemorphologie 

Eine Besonderheit von Isolaten des MAC ist das Wachstum in unterschiedlichen 

Kolonietypen. Es werden drei Morphotypen auf soliden Medien unterschieden: Ein 

Kolonietyp erscheint glatt, opak sowie erhaben und wird daher als SmO (smooth-

opaque) oder auch als SmD (smooth-domed) bezeichnet. Ein weiterer glatter Morpho-

typ wächst als flache transparente Form und wird SmT (smooth-transparent) genannt. 

Ferner gibt es raue Kolonietypen (rough, Rg) [159]. Die meisten klinischen Isolate 

zeigen die Morphologie des SmT oder SmO oder zeigen eine Mischung aus beiden mit 

wenigen rauen Formen, obwohl Primärisolate aus Blut fast ausschließlich dem glatt-

transparenten SmT angehören [160]. Dieser Koloniemorphotyp ist generell resistenter 

gegen Antibiotika als andere [154;161] und virulenter im Tiermodell der MAC-

Infektion [162;163]. 
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Es wurde gezeigt, dass die verschiedenen Koloniemorphotypen auch unterschiedliche 

Oberflächenantigene exprimieren. Ob es sich dabei um funktionelle Unterschiede, also 

um Kolonietyp-spezifische Antigene handelt, ist nicht geklärt [164]. 

Änderungen von der transparenten in die opake Kolonievariante oder umgekehrt sind 

möglich. Es handelt sich dabei jedoch nicht um Mutationen, sondern Plasmide sind 

dafür verantwortlich [165]. Der Switch vom SmT- in den SmO-Morphotypen tritt 

einmal pro 5 x 104 Zellen auf und ist damit vergleichsweise häufig. Denn umgekehrt 

liegt die Häufigkeit bei nur einer Zelle pro 106 Zellen [166]. 

1.1.3.4.3 Wachstum 

Mycobacterium avium zählt zu den langsam wachsenden Mykobakterien (siehe 1.1.2.2). 

Die Generationszeit beträgt durchschnittlich 20 Stunden. Untersuchungen an Kulturen 

von transparenten und opaken Kolonietypen zeigten, dass das Wachstum von Isolaten 

des MAC in drei Stufen verläuft: 

Zu Beginn vergrößern sich die Zellen durch rasche Aufnahme von Fettsäuren und 

Proteinen, und der DNA-Gehalt nimmt nicht zu, ohne dass es zu einer Zellteilung 

kommt. Erst in der zweiten Phase geschieht die binäre Teilung der Zellen. In dieser 

Wachstumsphase läuft die Proteinbiosynthese vermindert ab. Die Aufnahme von Fett-

säuren nimmt ab, und intrazelluläre Triglyzeride werden katabolisiert, um Kohlenstoff 

und Energie bereitzustellen. In dieser Phase haben die meisten Zellen die Form von 

Kokken. Die dritte Phase verläuft analog der stationären Wachstumsphase bei schnell 

wachsenden Bakterien. Die Zellmasse wird eine pleomorphe Mischung aus Filamenten, 

Stäbchenzellen und Kokken. Es wird angenommen, dass die Zellzahl des SmO-

Morphotyps auch in dieser Phase zunimmt, da er im Vergleich zum SmT-Kolonietypen 

weniger anspruchsvoll ist, was den Nährstoffbedarf betrifft [167]. 

Ebenfalls außergewöhnlich ist, dass die glatt-transparenten Zellen in allen Wachstums-

phasen eine Vielzahl von Partikeln produzieren, die zu großen Teilen aus Sulfolipiden 

bestehen [168]. M.  avium wächst in einem verhältnismäßig weiten pH-Bereich von 4,0 

bis 7,5, während beispielsweise das Wachstum von M. tuberculosis auf den Bereich 

zwischen pH 6,0 und 6,5 beschränkt ist. Im Gegensatz dazu hat M. smegmatis als sapro-

phytäre Mykobakterien-Spezies einen extrem ausgedehnten Toleranzbereich und wächst 

bei pH-Werten zwischen 3,5 und 9,5 [169]. Es gibt Hinweise darauf, dass M. avium 
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auch pH-Werte niedriger als 3 toleriert - Bedingungen, die bei Infektionen des Gastro-

intestinaltraktes während der Passage durch den Magen vorherrschen [170]. 

1.2 Spezieller Teil 

1.2.1 Die Zellwand der Mykobakterien 

Die mykobakterielle Zellhülle hat einen äußerst komplexen Aufbau, besteht aber im 

Wesentlichen aus drei Schichten: Membran, Zellwand und Kapsel ( Abbildung 3) [40]. 

 

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der mykobakteriellen Zellhülle. 

Die mykobakterielle Zellhülle zeichnet sich durch ihren einzigartigen komplexen Aufbau aus. Sie besteht 

im Wesentlichen aus Plasmamembran, Zellwand und Kapsel. Ein Hauptbestandteil der Zellwand ist der 

Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex (mAGP-Komplex), ein Polymer aus Arabino-

furanosyl- und Galactofuranosyl-Resten, das kovalent an Peptidoglycan gebunden und an seinem nicht-

reduzierenden Enden mit Mykolsäuren verestert ist. Weiterhin kommen Lipoglycane, wie Lipoarabino-

mannan und Lipomannan vor, von denen angenommen wird, dass sie über einen Phosphatidylinositol-

Anker in der Plasmamembran verankert sind. Nicht-kovalent gebunden, sondern lediglich mit der äußeren 

Zellwand assoziiert, befindet sich die Kapsel bestehend aus hauptsächlich Polysacchariden und Proteinen. 

Verändert nach [171]. 
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Oberflächlich betrachtet scheint die Zellwand der Mykobakterien der der Gram-

positiven Bakterien ähnlich zu sein. Tatsächlich reagieren Mykobakterien in der Gram-

färbung schwach positiv [34]. Gram-negative Bakterien besitzen eine zweite äußere 

Membran auf der Zellwand [172], die den Mykobakterien zwar fehlt, aber deren Mykol-

säuren (siehe 1.2.1.2) in der Zellwand bilden analog zu dieser äußeren Membran eine 

dicke Schicht. Strukturell jedoch ist eine Zuordnung weder zu den Gram-positiven noch 

zu den Gram-negativen Bakterien möglich [34]. Neuere Gemom-basierte Phylogenie-

Untersuchungen zeigen, dass M. tuberculosis mehr Gemeinsamkeiten mit Gram-

positiven als mit Gram-negativen Bakterien hat [173]. 

1.2.1.1 Zytoplasmamembran 

Die innere Schicht ist eine typische biologische Plasmamembran bestehend aus einer 

Lipiddoppelschicht [174]. Sie besteht aus häufig vorkommenden amphiphatischen 

polaren Membran-Phospholipiden, wie Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerin 

und Phosphatidylinositol [175] und einer Familie von Phosphatidylinositolmannosiden. 

Glycerin ist in Position 1 hauptsächlich mit Ölsäure, Stearinsäure oder Tuberkulo-

stearinsäure acyliert, an Position 2 entweder mit Palmitinsäure oder Palmitoleinsäure 

[176;177]. Tuberkulostearinsäure (10-Methylstearinsäure) ist eine Fettsäure, die -wie 

der Name vermuten lässt- fast ausschließlich in Mykobakterien vorkommt und daher als 

Markermolekül für mykobakterielle Infektionen verwendet wurde [178]. Phosphatidyl-

inositolmannoside (PIM) gehören zu den Hauptkomponenten der Zytoplasmamembran.  

Elektronenmikroskopische Untersuchungen deuten darauf hin, dass diese in der 

Membran verankert sind und in das Periplasma hineinragen [179]. Die kleinste dieser 

Verbindungen ist das PIM2, in dem das Inositol sowohl an Position 2 als auch an 

Position 6 mannosyliert ist (siehe Abbildung 4). Der an Position 2 des Inositols 

gebundene Mannose-Rest ist an Position 6 mit Palmitinsäure acyliert. 

PIM2 bildet nicht nur die Grundstruktur der Phosphatidylinositolmannoside (PIM2 bis 

PIM6), sondern auch das Startermolekül in der Biosynthese von Lipomannan und Lipo-

arabinomannan (siehe 1.2.1.3) [180]. 
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Abbildung 4: Grundstruktur der mykobakteriellen Phosphatidylinositolmannoside (PIM).  

Das Inositol ist an Position 2 und 6 mit Mannose-Resten substituiert, von denen der an Position 2 

gebundene Mannose-Rest an Position 6 mit Palmitinsäure acyliert ist. Dieses Molekül stellt damit auch 

die Kernregion dar, aus denen Lipoarabinomannan und Lipomannan aufgebaut werden. Der an Position 6 

des Inositols gebundene Mannose-Rest kann durch bis zu vier weitere Mannose-Reste über entweder 

α-(1 6)- oder α-(1 2)- Bindung substituiert sein, um auf diese Weise längere Phosphoinositol-

mannosid- (PIM) -Strukturen auszubilden. R = H: PIM2; R = α-D-Manp: PIM3; R = α-D-Manp-(1 2)-

α-D-Manp: PIM4; R = α-D-Manp-(1 2)-α-D-Manp-(1 2)-α-D-Manp: PIM5; R = α-D-Manp-(1 2)-

α-D-Manp-(1 2)-α-D-Manp-(1 2)-α-D-Manp: PIM6 [180]. 

Mit der Plasmamembran sind Glycosylphosphoprenole assoziiert, die als Zucker-

Donoren Substrate vieler Glycosyltransferasen für die Biosynthese von Zellwandpoly-

sacchariden darstellen. Die bislang isolierten beinhalten aktivierte  Formen von 

D-Mannopyranose, D-Ribofuranose und D-Arabinofuranose. D-Mannopyranose wird als 

Substrat von Mannosyltransferasen für die Biosynthese des Mannans im Lipoarabino-

mannan verwendet, und D-Arabinofuranose gilt als Hauptquelle für die furanosidischen 

Arabinose-Reste im Arabinogalactan und LAM (siehe 1.2.2.2) [180]. 
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1.2.1.2 Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex 

Ein wichtiger Bestandteil der Zellwand ist das Peptidoglycan (Murein). Es ist ein 

einziges netzartiges Polymer, das die gesamte Zelle umspannt. Anders als bei Gram-

positiven Bakterien, bei denen das Molekül bis zu 40 Schichten dick sein kann, liegt es 

bei Mykobakterien lediglich als einfache Schicht vor. Es stabilisiert als Netzwerk die 

Zellwand und kann durch Auflösen ganzer Zellen mit ethanolischer Kalilauge isoliert 

werden. In der Elektronenmikroskopie kann das verbleibende Peptidoglycan so als 

kollabierter, aber intakter „Sacculus“ visualisiert werden. Hinsichtlich der gesamten 

Zelle ist das Peptidoglycan gegenüber Lyse äußerst resistent [181]. 

In Abbildung 3 ist das Peptidoglycan parallel zur Plasmamembran in Übereinstimmung 

mit klassischen Modellen dargestellt [182;191]. Jedoch wird derzeit kontrovers 

diskutiert, ob Peptidoglycan und Arabinogalactan (AG) möglicherweise helikal 

vorliegen und senkrecht zur Plasmamembran angeordnet sind [183;184;185;186]. 

Die Struktur des Peptidoglycans in der mykobakteriellen Zellwand ist dem am 

häufigsten vorkommenden in Bakterien sehr ähnlich. Es besteht aus einer Glycan-Kette 

mit alternierenden Resten von N-Acetylglucosamin und N-Glyolylmuraminsäure in 

β-(1 4)-Verknüpfung (siehe Abbildung 5). Diese Disaccharideinheiten sind durch 

Tetrapeptide quervernetzt. 
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Abbildung 5: Wiederholungseinheit des mykobakteriellen Peptidoglycans.  

β-(1 4)-verknüpfte Disaccharide aus N-Acetylglucosamin und N-Glyolylmuraminsäure sind durch 

Peptide quervernetzt und bilden somit ein Makromolekül, das die gesamte Zelle umspannt [180]. 

Der Peptid-Anteil besteht aus kurzen Ketten von L-Alanin, D-iso-Glutamin, meso-Di-

aminopimelinsäure (DAP) und D-Alanin. Im Gegensatz zu vielen Bakterien ist die 
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Peptid-Kette nicht nur zwischen D-Alanin und DAP vernetzt, sondern auch zwischen 

zwei DAP-Resten [187]. 

Den Großteil der mykobakteriellen Zellwand bildet der Mycoloyl-Arabinogalactan-

Komplex, ein Makromolekül aus Arabinose und Galactose, das kovalent an Peptido-

glycan gebunden und in den Seitenketten des Zuckeranteils mit Mykolsäuren verestert 

ist. Diese Struktur kommt auch in anderen Aktinomyzeten vor [188]. Die Biosynthese 

dieses Moleküls zu unterbinden, stellt nach wie vor ein Ziel der Arzneimittel-

entwicklung dar [171]. Eine schematische Darstellung des mAGP-Komplexes zeigt 

Abbildung 6. 

 

 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplexes 

als Hauptbestandteil der mykobakteriellen Zellwand. 

Das Arabinogalactan ist kovalent an das Peptidoglycan über ein Phosphodisaccharid aus Rhamnose und 

N-Acetylglucosamin gebunden. Das Arabinogalactan besteht aus ausschließlich furanosidisch 

gebundenen Zucker-Resten. An einer linearen Galactan-Kette mit alternierenden β-(1 5)- und β-(1 6)-

Bindungen befinden sich Verzweigungen aus α-(1 5)-gebundenen Arabinan-Ketten, die ihrerseits 

jeweils an den Positionen 3 der Arabinose-Reste verzweigt sind. An den nicht-reduzierenden Enden 

befinden sich verzweigte Hexasaccharide aus β-(1 2)-gebundenen Arabinose-Resten, dessen Hydroxy-

gruppen zum Teil mit Mykolsäuren verestert sind. A = α-(1 5)-Araf; A = α-(1 3)-Araf; A = β-(1 2)-

Araf; G = β-(1 5)-Galf; G = β-(1 6)-Galf; My = Mykolsäure [180]. 
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Mit seinen ausschließlich furanosidisch gebundenen Zuckern (Ara und Gal) ist das 

Arabinogalactan in seiner Struktur einzigartig. Das Arabinogalactan ist kovalent (O-6) 

an den Muraminsäure-Rest des Peptidoglycans über einen Phosphodisaccharid-Binde-

molekül aus Rhamnose und N-Acetylglucosamin gebunden [189]. An Position 4 der 

Rhamnose befindet sich eine lineare Kette aus ungefähr 30 Galactose-Resten (Galf) mit 

alternierenden β-(1 5)- und β-(1 6)-Bindungen. An diesem Galactan befinden sich 

Verzweigungen, von denen weitere Ketten aus Arabinose-Resten (Araf) ausgehen. Jede 

Galactan-Kette besitzt zwei bis drei Arabinan-Ketten. Dieses Arabinan besteht in der 

Gesamtheit aus annähernd 70 Resten aus hauptsächlich linearen α-(1 5)-gebundenen 

Ketten, in denen jedoch wiederum Verzweigungen mit linearen Arabinan-Ketten 

gebunden an Position 3 eines Arabinose-Restes auftreten. An den nicht-reduzierenden 

Enden dieser Arabinan-Ketten befindet sich jeweils ein verzweigtes Hexasaccharid mit 

zwei β-(1 2)-gebundenen Arabinose-Resten [190]. 

Das Arabinogalactan stellt das Gerüst dar, an das die Mykolsäuren kovalent gebunden 

sind. Durchschnittlich zwei Drittel der verzweigten Hexasaccharide sind mit Mykol-

säuren verestert [191]. 

 

Mykolsäuren sind hochmolekulare α-Alkyl-β-hydroxy-Fettsäuren, die in allen Myko-

bakterien-Spezies [192] und anderen Aktinomyzeten vorkommen [175]. Diese lang-

kettigen Fettsäuren mit bis zu 90 C-Atomen tragen funktionelle Gruppen, wie Cyclo-

propyl-, Ketyl-, Hydroxy- und Methoxy-Gruppen. Die exakte Struktur der Fettsäuren ist 

jedoch speziesspezifisch. Die am häufigsten vorkommenden Mykolsäuren in M. tuber-

culosis können generell in drei Klassen unterteilt werden: α-Mykolsäuren, Methoxy-

Mykolsäuren und Keto-Mykolsäuren [193]. 

In langsam wachsenden Mykobakterien, nicht jedoch in schnell wachsenden, wurde 

Galactosamin nachgewiesen. Es wird angenommen, dass in jeder Arabinogalactan-Kette 

ein einzelner Galactosamin-Rest, vermutlich in pyranosidischer Form, vorliegt und an 

O-2 mit einem α-Araf-Rest einer α-(1 5)-Arabinan-Kette substituiert ist [194]. 

Das antimykobakteriell wirksame und standardmäßig verabreichte Ethambutol inhibiert 

wahrscheinlich die Biosynthese dieses Arabinogalactans durch Blockieren einer 

Arabinosyl-Transferase [195] und wirkt somit bakteriostatisch [196;197;198]. Anderer-

seits inhibiert Ethambutol möglicherweise die Konversion von Glucose zu anderen 

Monosacchariden, die essentiell für die Zellwand-Biosynthese sind [199]. 



EINLEITUNG 
______________________________________________________________________ 

 27

1.2.1.3 Lipoarabinomannan und Lipomannan 

Die Strukturen des Lipoarabinomannans (LAM) und des Lipomannans (LM) - das 

Äquivalent mit fehlendem Arabinan und biosynthetisches Vorläufermolekül - sind 

heterogener als die des Mycoloyl-Arabinogalactan-Komplexes. Obwohl die über-

wiegenden strukturellen Eigenschaften gut untersucht sind, bleiben einige Details 

bislang noch ungeklärt [190]. 

 

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur des mykobakteriellen Lipoarabinomannans. 

Eine α-(1 6)-gebundene Mannan-Kette befindet sich an dem Mannose-Rest, der an Position 6 des 

Inositols in PIM2 gebunden ist. An das Inositolphosphat sind Tuberkulostearinsäure und Palmitoleinsäure 

an das Inositolphosphat gebunden. An diese Mannan-Kette ist ein Arabinan mit vorwiegend 

α-(1 5)-Bindungen und regelmäßigen Verzweigungen an bisher unbekannter Position verknüpft. 

A = α-(1 5)-Araf; A = α-(1 3)-Araf; A = β-(1 2)-Araf; M = α-(1 6)-Manp; M = α-(1 2)-Manp; 

M = α-(1 5)-Manp [180]. 

Beide Polymere sind sehr wahrscheinlich nicht-kovalent über den Lipid-Anteil des 

Phosphatidylinositols in der cytoplasmatischen Membran verankert. 

Wie bereits erwähnt (siehe 1.2.1.1), bildet das PIM2 die Basisstruktur, aus der LAM und 

LM aufgebaut werden. 
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In Abbildung 7 ist die Struktur des Lipoarabinomannans schematisch dargestellt. 

Das Glycan beider Moleküle besteht aus einer linearen α-(1 6)-gebundenen Mannan-

Kette (Manp), die von dem Mannose-Rest ausgeht, der an Position 6 des Inositols in 

PIM2 gebunden ist [200]. Das Mannan ist speziesspezifisch von unterschiedlicher 

Kettenlänge [201] und weiter substituiert durch α-(1 2)-gebundene Mannose-Reste 

(Manp) an nahezu jedem zweiten Zucker. Im LAM vorkommende Fettsäuren sind 

Palmitoleinsäure und Tuberkulostearinsäure. Weiterhin kommen Succinat- und Lactat-

Substitutionen vor [40]. Tuberkulostearinsäure und Palmitoleinsäure sind an das 

Inositolphosphat gebunden, während Succinat und Lactat wahrscheinlich an Hydroxy-

gruppen des Polysaccharids verestert sind [202]. 

Im LAM ist die Mannan-Kette mit einem Arabinan verknüpft, das dem des Arabino-

galactans ähnlich ist: eine lineare α-(1 5)-gebundene Kette mit regelmäßigen 

Verzweigungen. Das Verhältnis zwischen linearen zu verzweigten Arabinofuranosen im 

LAM ist hingegen größer als im AG. Der größte Unterschied zwischen dem Arabinan 

im LM und im AG liegt in den nicht-reduzierenden Enden, an denen verschiedene 

Strukturen zu finden sind [200;203;204]. Es wurde ebenso wie im AG ein verzweigte 

Hexasaccharid gefunden, aber auch ein lineares Tetrasaccharid (Araf). In beiden 

Strukturen wurde die Substitution mit terminalen Mannose-Oligosacchariden 

unterschiedlicher Länge nachgewiesen, aus denen sich verschiedene Formen 

mannosylierter Lipoarabinomannane (ManLAM) ergeben. Es wurden jedoch auch 

weitere Modifikationen im LAM gefunden. So wurde im LAM von M. smegmatis das 

verzweigte Hexasaccharid mit endständigen Inositol-Phosphaten nachgewiesen, was zur 

Identifizierung einer weiteren Gruppe der Lipoarabinomannane, den PI-GAM 

(phosphoinositols-glyceroarabino-mannans), geführt hat [205;206]. 

Einerseits wird angenommen, dass das LAM nicht-kovalent über den Phosphoinositol-

Anker in der Plasmamembran verankert ist und durch die gesamte Zellwand bis zur 

Oberfläche ragt. Andererseits wird diskutiert, ob das LAM, ebenfalls nicht-kovalent 

über den PI-Linker, in der Mykolsäureschicht verankert ist [207]. Außerdem besteht die 

Hypothese, dass LAM sowohl in der Membran verankert ist als auch in der äußeren 

Zellwand vorkommt, so dass zwei Schichten existieren [208] oder LAM kontinuierlich 

synthetisiert und von der Zellwand abgeschieden wird. In jedem Fall wird das Molekül 

an der Zell-Oberfläche präsentiert, so dass es mit dem Immunsystem des Wirts-

organismus interagiert. 
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Es konnte gezeigt werden, dass in der Kapsel Arabinomannane vorkommen, die dem 

Glycan des ManLAM strukturell ähnlich sind [40] (siehe 1.2.1.5). Das lässt die 

Annahme zu, dass das Molekül weder ausschließlich in der Plasmamembran noch 

ausschließlich mit den Mykolsäuren assoziiert ist, sondern permanent synthetisiert und 

auch an die Zelloberfläche abgestoßen wird [180]. 

1.2.1.4 Nicht-kovalent gebundene Lipide und Glycolipide 

An der Oberfläche der Zellwand sind verschiedenartige Lipide und Glycolipide mit den 

Mykolsäuren wahrscheinlich nicht-kovalent assoziiert. Oft werden diese als „extrahier-

bare Lipide“ bezeichnet. Glycolipide sind so in der Zellwand lokalisiert, dass ihre 

Lipidanteile mit den Mykolsäuren interagieren und ihre Oligosaccharid-Reste an die 

äußerste Zelloberfläche ragen, wo sie mit dem Immunsystem des Wirtes in Kontakt 

treten können. Demzufolge sind diese Glycolipide, dessen Oligosaccharide zumeist 

speziesspezifisch sind, immunogen. Antikörper gegen diese Strukturen tragen 

möglicherweise dazu bei, mykobakterielle Infektionen zu diagnostizieren und auf 

Speziesebene zu differenzieren. 

Extrahierbare Glycolipide können in vier Gruppen unterteilt werden: Lipooligo-

saccharide, phenolische Glycolipide, acylierte Trehalose-Derivate und Glycopeptido-

lipide. Es werden nicht alle dieser Verbindungen in allen Mykobakterien-Spezies 

gefunden, und überdies variieren die Strukturen innerhalb des Genus sehr stark. Zum 

Beispiel kommen phenolische Glycolipide in M. tuberculosis weniger häufig vor als in 

anderen Spezies [209;210]. Reed et al. haben gezeigt, dass phenolische Glycolipide 

biologisch hoch aktiv sind. Bei Infektionen mit hypervirulenten Stämmen von M. tuber-

culosis inhibieren sie die Antwort des angeborenen Immunsystems [211]. 

Alle Lipooligosaccharide, die sich an der Oberfläche der Zellhülle befinden, bestehen 

aus einer Kernstruktur aus Trehalose, die an einem Rest mit variablen Saccharid-Ketten 

glycosyliert und an dem anderen Rest mit drei bis vier Fettsäuren acyliert ist [212]. 

Phenolische Glycolipide bestehen aus einem hydrophoben acylierten Phenol-Rest, 

dessen Hydroxyl-Gruppe mit hydrophoben, mehrfach desoxygenierten und methylierten 

Zuckern glycosyliert ist [213]. 

Als acylierte Trehalose-Derivate kommen der Cord-Faktor (Trehalose-6,6’-dimycolat) 

[214], Sulfolipid-Derivate [215] und 2,3-di-O-acylierte Trehalose-Derivate [216] vor. 
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Von diesen Verbindungen wird angenommen, dass sie in der Pathogenese der Tuber-

kulose eine Rolle spielen [217]. Es ist bekannt, dass der Cord-Faktor (siehe 1.1.1.3) für 

die Hemmung der Leukozytenmigration verantwortlich ist [37] und in isolierter Form 

- mehrfach intraperitoneal in Mäusen injiziert - tödlich wirkt [59]. Der Cord-Faktor 

kommt nicht nur in pathogenen, sondern auch in apathogenen Mykobakterien-Spezies 

vor, und zwar unabhängig von dem charakteristischen zopfförmigen Wachstum [218]. 
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Abbildung 8: Struktur des Glycopeptidolipids aus M. avium Serovar 2. 

Die Kernstruktur besteht aus dem Tetrapeptid D-Phe-D-allo-Thr-D-Ala-L-Ala. Über die Hydroxylgruppe 

des Alanins ist es mit einer 3,4-di-O-methylierten L-Rhamnose glycosyliert. Der Phenylalanin-Rest ist N-

acyliert, und der Oligosaccharid-Rest ist über die Hydroxylgruppe des allo-Threonins gebunden [180]. 

Die Kernstruktur der Glycopeptidolipide besteht aus dem Peptid D-Phe-D-allo-Thr-

D-Ala-L-alaninol, das an der Hydroxyl-Gruppe des Alaninols mit einer 3,4,-di-

O-Methyl-L-Rhamnose glycosyliert ist [190]. Der Phenylalanin-Rest ist mit einer 

Fettsäure N-acyliert, und ein Oligosaccharid ist über die Hydroxyl-Gruppe des 
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allo-Threonins gebunden. Typischerweise handelt es sich um ein Disaccharid aus 

L-Rhamnose und 6-deoxy-L-Talose, aus dem sich komplexere, äußerst variable 

Strukturen aufbauen [171]. 

Ein Glycopeptidolipid aus M. avium Serovar 2 ist in Abbildung 8 dargestellt. Anders als 

lange angenommen, sind die speziesspezifischen Glycopeptidolipide nicht für das intra-

zelluläre Überleben verantwortlich [219]. 

1.2.1.5 Die Kapsel 

Viele Bakterien sind von einer Kapsel umgeben. Es handelt sich dabei um eine 

Gel-artige Schicht, die zum großen Teil aus Polysacchariden besteht. Kapseln kommen 

sowohl in Gram-positiven als auch in Gram-negativen Bakterien vor. Bemerkenswert 

ist, dass Kapseln hinsichtlich ihrer Schichtdicken extrem variabel sind. Selbst innerhalb 

desselben Stammes können Isolate unterschiedlich ausgeprägte Kapseln besitzen [220]. 

In vielen Fällen führt die Existenz einer Kapsel zu gesteigerter Virulenz. Der Nachweis 

von Kapseln ist oft schwierig und kann auf verschiedene Weisen erfolgen. Licht-

mikroskopisch können diese Strukturen nach vorangegangener Karbolfuchsin-

Behandlung und anschließender Färbung mit India-Ink als heller Hof zwischen pink-

gefärbten Zellen und schwarzem Hintergrund sichtbar gemacht werden. Eine weitere 

Methode ist die so genannte Kapselquellungsreaktion, bei der die Kapsel durch Immun-

präzipitation nach Inkubation spezifischer Antikapsel-Seren dicker erscheint [221]. 

Ferner dienen elektronenmikroskopische Untersuchungen, wie die Immuno-Elektronen-

mikroskopie unter Verwendung von spezifischen Anti-Kapsel-Antikörpern, zur 

Darstellung und Analyse von Kapseln [222]. 

Durch ihre Lokalisation an der äußersten Oberfläche der Zelle ist es möglich, Kapseln 

durch milde Extraktionen verhältnismäßig problemlos von der Zellwand zu entfernen 

oder aus Kulturüberständen zu isolieren [244;245;246;247]. Im Allgemeinen ist es 

ausreichend, die Zellen in isotonischer Kochsalzlösung unter Ultraschall oder höheren 

Temperaturen zu behandeln. Eine weitere Methode zur Kapselisolierung bietet die 

Extraktion mit Glaskugeln von geringem Durchmesser, wobei unter Schütteln 

Scherkräfte das Material ablösen [223]. Etablierte Methoden zur Lipopolysaccharid-

Isolierung aus Gram-negativen Bakterien, wie die Extraktion mit 45%iger Phenol-

Lösung bei 65-68°C [224], werden ebenfalls häufig verwendet [220]. 
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Eine weitere Methode zur Kapselisolierung ist die Extraktion mittels 1% wässriger 

Phenol-Lösung, in der die Zellen für 48 h langsam gerührt werden [225]. Die 

nachfolgenden Abbildungen zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen von 

M. avium vor (siehe Abbildung 9a) und nach Phenolextraktion (siehe Abbildung 9b). 

 

 
Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen mykobakterieller Zellen (M. avium Stamm 

104) vor (a) und nach (b) Extraktion mit Phenol. 

Die Zellen wurden in 1% (w/v) wässriger Phenol-Lösung für 48 h bei 4°C unter leichtem Rühren 

inkubiert. Abbildung der Aufnahmen mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Otto Holst, Struktur-

biochemie, Forschungszentrum Borstel. 

Vor der Behandlung mit Phenol konnten an der äußersten Zelloberfläche ausgedehnte 

diffuse Strukturen visualisiert werden, die Material der Kapsel darstellen. Nach dieser 

Behandlung erscheint die Zelle mit ihrer intakten Zellwand scharf abgegrenzt. Demnach 

ist es mit der beschriebenen Methode möglich, Kapselmaterial von der Zelle zu 

extrahieren, ohne die Zellwand zu zerstören. 

Aufgrund der milden Extraktionsmethoden wird daher angenommen, dass die Kapsel 

lediglich mit der Zellwand assoziiert ist. 

 

Es wurde gezeigt, dass auch in einigen Mykobakterien der Zellwand-Komplex von einer 

Kapsel umgeben ist, die aus Polysacchariden, Proteinen und geringen Mengen Lipiden 

besteht [40]. 1959 wurde erstmals die Existenz einer mykobakteriellen Kapsel 

beschrieben. Sie wurde zunächst als „kapsulärer Raum“ zwischen der Phagosomen-

membran der infizierten Zelle und des Bakteriums bezeichnet [226]. Aufgrund von 
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elektronenmikroskopischen Beobachtungen wurde der Begriff „elektronentransparente 

Zone“ geprägt. Dabei wurde angenommen, dass diese nur in pathogenen Bakterien 

vorkommt [227;228;229]. Es konnte zunächst nicht geklärt werden, ob es sich 

tatsächlich um eine Kapsel handelt, oder ob die identifizierten Bestandteile bei der 

Isolierung durch Zellzerstörung aus der Zellwand herausgelöst wurden [230]. 1986 

wurden die elektronenmikroskopischen Beobachtungen durch chemische Analysen 

bestätigt [231]. Heute gilt die Existenz einer Kapsel als bewiesen. In frischen Patienten-

isolaten ist die Kapselbildung am häufigsten und nimmt mit zunehmender Zahl von 

Passagen ab. Kohlenhydrat-Supplemente im Nährmedium können jedoch die Kapsel-

bildung stabilisieren [232]. 

Aus verschiedenen Mykobakterien-Spezies wurde die Kapsel extrahiert und auf ihre 

Zusammensetzung hin untersucht. Sie besteht aus Proteinen, Lipoproteinen und Poly-

sacchariden. Neben Enzymen, die unter anderem an der Zellwandbiosynthese beteiligt 

sind, und Transportproteinen, wie Porinen, wurden Proteine und Lipoproteine isoliert 

und teilweise charakterisiert. Von M. tuberculosis wurden bislang vier Lipoproteine 

näher untersucht, denen immunogene Eigenschaften zugesprochen werden. 

Ein glycosyliertes 19 kDa-Lipoprotein stellt wahrscheinlich einen Virulenzfaktor dar 

[233]. Dieses konnte ebenfalls in M. intracellulare nachgewiesen werden. 

Als phosphat-bindendes Protein wurde ein stark immunogenes 38 kDa-Protein 

identifiziert [234]. Es wird einerseits von den Zellen in das umgebende Medium 

abgeschieden, ist aber andererseits mit dem lipophilen Teil des Moleküls  an der Zell-

oberfläche verbunden [235]. Dieses Lipoprotein ist in der Lage, ausgeprägte T-Zell-

Antworten zu induzieren [236]. 

Ebenso hoch immunogene Lipoproteine aus M. kansasii (26 kDa) [237] und M. intra-

cellulare (27 kDa) [238] zeigen Kreuzreaktivitäten zu anderen Mykobakterien-Spezies.  

Ein Protein mit einer Molekularmasse von 23 kDa fungiert in M. avium als Superoxid-

dismutase [239] und ein weiteres Protein von 29 kDa als β-Lactamase [220]. 

Obwohl lange angenommen wurde, dass Prokaryoten nicht zur Synthese von Glyco-

proteinen befähigt sind, wurde erstmals die Existenz von bakteriellen Glycoproteinen in 

Halobacterium halobium und später in einigen pathogenen Gram-negativen Bakterien 

nachgewiesen [240]. So wurde auch in Kulturüberständen von M. tuberculosis ein 

45 kDa-Glycoprotein mit antigenen Eigenschaften isoliert und charakterisiert [241;242]. 

Ein weiteres mykobakterielles Glycoprotein wurde aus M. bovis isoliert. In diesem so 
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genannten Antigen MPB83 wurde die Glycosylierung als Trisaccharid aus (1 3)-

gebundenen Mannose-Resten charakterisiert [243]. 

Aus der Kapsel von M. tuberculosis wurden als Hauptbestandteile der Polysaccharide 

ein Glucan, ein Arabinomannan und ein Mannan isoliert und strukturell charakterisiert. 

Das Glucan und das Arabinomannan konnten aus Kulturüberständen von M. tuber-

culosis isoliert werden [244]. Bereits 1938 wurden durch Seibert et al. serologisch 

aktive Polysaccharide aus M. tuberculosis isoliert, u.a. eine sog. „Polysaccharid-

Fraktion II“, die Kulturüberstände opaleszieren ließ [245;246;247], und die aus heutiger 

Sicht sicher dem Glucan entspricht [248]. Das Glucan weist durch seine 

α-(1 4)-Bindungen strukturelle Ähnlichkeiten zum cytosolischen mykobakteriellen 

Glycogen auf. Das Arabinomannan und das Mannan hingegen ähneln strukturell den 

Glycan-Anteilen von LAM und LM [40]. 

Untersuchungen mit einem monoklonalen Antikörper, der das Glucan aus M. tuber-

culosis erkennt (mAb 24c5), weisen daraufhin, dass eine konstante Menge des Glucans 

in vitro und in vivo auf der äußersten Zelloberfläche von M. tuberculosis exprimiert 

wird, und dass ähnliche Antigene in weiteren Mykobakterien-Spezies vorhanden sind 

[248]. 

Analog dazu konnten in verschiedenen Substämmen von M. bovis BCG α-Glucane 

isoliert werden, die identische strukturelle Eigenschaften zu dem Glucan aus M. tuber-

culosis aufweisen, und denen anti-neoplastische Eigenschaften hinsichtlich ober-

flächlicher Harnblasenkarzinome (siehe 1.1.2.1.2) nachgewiesen werden konnten [249]. 

Da der Einsatz von ganzen Mykobakterien als Lebend-Vakzine in der Therapie des 

Urothelkarzinoms mit nicht zu unterschätzenden Komplikationen [250] und 

signifikanter Mortalität [251] assoziiert ist, könnten isolierte (Glyco)Strukturen aus 

M. bovis BCG mit nachgewiesenen Anti-Tumor-Effekten die Immuntherapie des 

Blasenkarzinoms entscheidend verbessern – wenn nicht sogar Behandlungen anderer 

Tumoren auf diese Weise ermöglichen. So identifizierten präklinische Studien im 

Mausmodell ein rekombinant hergestelltes Lipoprotein aus M. tuberculosis (PstS1 

antigen) als potenten Wirkstoff für diese Krebstherapie [252]. 

Zudem wurde durch eine Heißwasser-Extraktion von einem Substamm von M. bovis 

BCG ein weiteres Glucan isoliert, das aus einer Wiederholungseinheit von 

α-(1 6)-verknüpften D-Glucose-Resten besteht [253]. 

Das Glucan aus M. tuberculosis mit angenommener Molekülmasse vom 100 kDa 

besteht in der Wiederholungseinheit aus fünf bis sechs α-(1 4)-verknüpften 
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D-Glucose-Resten, die an O-6 mit D-Glc oder α-D-Glc-(1 4)-D-Glc substituiert sind 

[40] (siehe Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Strukturausschnitt des Glucans aus der Kapsel von Mycobacterium tuberculosis. 

Es besteht aus α-(1 4)-verknüpften D-Glucose-Resten, von denen durchschnittlich jeder fünfte bis 

sechste an Position 6 mit ein bis zwei D-Glucose-Resten [α-(1 4)-] substituiert ist. Damit ist dieses 

Polymer dem Glycogen strukturell sehr ähnlich. Die angenommene Molekularmasse beträgt rund 

100 kDa [40]. 

Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen mit einem monoklonalen Antikörper 

(mAb 9d8), der kapsuläres Arabinomannan [254], nicht aber ManLAM, erkennt, zeigen 

die Lokalisation des Arabinomannans in der mykobakteriellen Kapsel [255]. 

Das Arabinomannan wird sowohl in vitro als auch in vivo exprimiert, und die 

Biosynthese scheint innerhalb der Spezies M. tuberculosis stammspezifisch und 

abhängig von Wachstumsbedingungen zu sein. Erstaunlicherweise ist das Vorhanden-

sein bzw. Fehlen von kapsulärem Arabinomannan abhängig von der Zugabe von Tween 

zu dem Nährmedium. Möglicherweise wird das Molekül allein durch die Wirkung des 

Detergenz’ von der Kapsel abgelöst [256]. 

Ein modifiziertes Arabinomannan mit nachgewiesener serologischer Aktivität wurde 

aus M. smegmatis isoliert und charakterisiert [257]. 

Das Heteropolysaccharid Arabinomannan aus M. tuberculosis hat eine angenommene 

Molekülmasse von 13 kDa. Die exakte Struktur wurde nicht vollständig aufgeklärt. Es 
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wurde eine Struktur vorgeschlagen,  in der das Arabinomannan aus einer verzweigten 

Mannose-Kette besteht, das an eine verzweigtes Arabinan gebunden ist, welches 

seinerseits mit terminalen Mannose-Resten substituiert sein kann [40] (siehe Abbildung 

11). 

 

 
Abbildung 11: Vorgeschlagenes Strukturmodell des Arabinomannan aus der Kapsel von M.  tuber-

culosis. 

Die exakte Struktur ist nicht aufgeklärt. Es wurde eine Struktur vorgeschlagen, in der das Arabinomannan 

aus verzweigten Arabinan- und Mannan-Ketten besteht. Die Seitenketten können ihrerseits mit terminalen 

Arabinose- und Mannose-Reste substituiert sein. Das Mannan besteht vorwiegend aus α-(1 6)-

gebundenen Mannose-Resten. Das Arabinan weist strukturelle Gemeinsamkeiten zum dem Arabino-

galactan aus der Zellwand auf. M =  1-Manp; M = 1,2,6-Manp; M = 1,6-Manp; M = 1,2-Manp; A = 

1-Araf; A = 1,3,5-Araf; A = 1,2-Araf; A = 1,5-Araf. Verändert nach [40]. 

Das Mannan besteht aus α-(1 6)-gebundenen Mannose-Resten, von denen einige an 

Position 2 mit einem weiteren Mannose-Rest substituiert sind. Das Arabinan besitzt 

strukturelle Ähnlichkeit zum dem Arabinogalactan aus der Zellwand (siehe 1.2.1.2). In 
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langsam wachsenden Spezies ist das Arabinomannan an den nicht-reduzierenden Enden 

mit Oligomannosiden substituiert [230;223;258], die im Arabinogalactan der Zellwand 

hingegen nicht vorkommen [259;260]. 

1.2.2 Biosynthese mykobakterieller Zellwand-Polysaccharide 

Die äußerst komplexe Struktur der mykobakteriellen Zellwand grenzt die Gattung 

Mycobacterium von nahezu allen anderen Prokaryoten ab. Derzeit sind die Haupt-

bestandteile der Zellwand gut untersucht [40]. 

Dennoch ist es nach wie vor Ziel, Zellwandmoleküle pathogener Mykobakterien zu 

charakterisieren, um neue Chemotherapeutika entwickeln zu können. Dabei sind die 

Aufklärung der Zellwand-Biosynthese und die Identifizierung essentieller Enzyme von 

besonders großem Interesse. Die Entschlüsselung und Publikation des Genoms 

(4.411.532 bp) von M. tuberculosis 1998 [261] hat durch Proteom-Analysen [262] diese 

Untersuchungen entscheidend angetrieben. So konnten daraufhin 13 Enzyme 

identifiziert werden, die in der Synthese des Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplexes 

involviert sind [263]. 

1.2.2.1 Biosynthese des Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Kom-

plexes 

Es wird davon ausgegangen, dass das gesamte Arabinogalactan an einem Polyprenol 

(Decaprenyl-Phosphat; C50-P) als Trägermolekül synthetisiert und dann an das Peptido-

glycan geknüpft wird, bevor es kovalent an die Mykolsäuren gebunden wird (siehe 

Abbildung 12) [180;264]. 

Es konnte gezeigt werden, dass in vivo die Biosynthese des Zellwand-Komplexes durch 

die Bereitstellung des Polyprenyl-Phosphats reguliert und initiiert wird [265], da 

langsam wachsende Stämme von M. tuberculosis weniger Polyprenyl-Phosphat 

synthetisieren als schnell wachsende von M. smegmatis [266]. 
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Polyprenyl-P

AG-Polyprenyl-P

AG-Peptidoglycan

Mykoloyl-AG-Peptidoglycan

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Biosynthese des mykobakteriellen Mycoloyl-Arabino-

galactan-Peptidoglycan-Komplexes. 

AG: Arabinogalactan. P: Phosphat. [180]. 

Die Biosynthese des Peptidoglycans scheint der in E. coli sehr ähnlich zu sein. Sie kann 

in vier Schritte unterteilt werden: Der erste ist die Synthese von UDP-N-Acetylmura-

minsäure (UDP-MurNAc) aus UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GlcNAc). Durch den 

Einbau von L-Alanin, D-Glutaminsäure, DAP und einem D-Alanyl-D-Alanin-Penta-

peptid entsteht ein UDP-MurNAc-Pentapeptid. Anschließend wird das Lipid I aus dem 

MurNAc-Pentapeptid und Undecaprenylphosphat synthetisiert. Durch den Transfer 

eines GlcNAc-Rests auf das Lipid I entsteht so das Lipid II. Das Glycopeptid des 

Lipid II wird sehr wahrscheinlich von der Innenseite der Plasmamembran zum Peri-

plasma transportiert, wo es zum Zusammenbau des Peptidoglycans kommt. Durch 

Transglycosylierungsreaktionen werden Disaccharid-Pentapeptide unter Freisetzung 

von Undecaprenyl-diphosphat zu einer Glycan-Kette synthetisiert. Anschließend 

erfolgen die Quervernetzungen der Ketten durch Peptid-Brücken [263]. 

Die Synthese des Arabinogalactans (in M. tuberculosis) beginnt mit dem Transfer von 

GlcNAc-1-P (durch UDP-GlcNAc) auf das Polyprenyl-Phosphat. Anschließend wird 

Rhamnose (durch dTDP-Rha) übertragen, so dass der so genannte Phosphodisaccharid-

Anker aus Rhamnose und N-Acetylglucosamin entsteht [267], an dem das Arabino-

galactan kovalent an den Muraminsäure-Rest des Peptidoglycans gebunden wird (siehe 
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1.2.1.2). (Dieser Rhamnose-Rest ist für die Synthese des Arabinogalactans essentiell. 

Die Enzyme, die für die Transformation von dTTP zu dTDP-Rha und Glucose-1-

Phosphat verantwortlich sind, können spezifisch inhibiert werden. Das Wachstum von 

M. tuberculosis kann damit in Kulturen gehemmt werden [268].) Auf dieses Molekül 

werden dann furanosidisch gebundene Arabinose- und Galactose-Reste übertragen, so 

dass ein Lipid-gebundenes Arabinogalactan entsteht [269]. Dieses wiederum wird als 

gesamte Struktur durch eine Ligase unter Freisetzung von Decaprenyl-Phosphat auf das 

Peptidoglycan übertragen [263]. 

Die Zucker-Donoren in der Arabinogalactan-Synthese sind bereits identifiziert. Alle 

Gene, die zur Bereitstellung von TDP-Rha und UDP-Galf führen, sind bekannt. Ebenso 

ist das Enzym, das TDP-Rhamnose zur Synthese des Ankers nutzt, bekannt. Bei weitem 

sind derzeit jedoch nicht alle Enzyme identifiziert. Bislang ist auch nicht bekannt, 

welches Enzym das Arabinogalactan an das Peptidoglycan ligiert. Möglicherweise 

spielen hier mehrere eine Rolle [263]. 

Der Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex ist eine Struktur, die 

ausschließlich in Mykobakterien vorkommt. Die Aufklärung der Biosynthese mit den 

involvierten Enzymen ist von besonders großem Interesse, da sich aus Enzym-

Inhibitoren neue Chemotherapeutika entwickeln lassen. Da das Peptidoglycan jedoch 

auch in Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien vorkommt und seine Bio-

synthese in M. tuberculosis wahrscheinlich ähnlich reguliert ist wie in E. coli, können 

keine neuen Verbindungen diese Struktur Mykobakterien-spezifisch hemmen. Wenn 

aber die essentiellen Enzyme für die Arabinogalactan-Biosynthese identifiziert worden 

sind, ergeben sich gute Voraussetzungen für die Arzneimittelentwicklung hinsichtlich 

spezifischer antimykobakteriell gerichteter Enzym-Inhibitoren [269]. 

Grundsätzliche Fragen in der Synthese des Mycoloyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-

Komplexes bleiben jedoch ungeklärt. Es ist bekannt, dass die Vorläufermoleküle, wie 

Zucker-Nukleotide und Aminosäuren, im Zytoplasma lokalisiert sind, aber völlig unklar 

ist, auf welche Weise die synthetisierten Strukturen durch die Membran gelangen oder 

die Zellwand passieren [263]. 
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1.2.2.2 Biosynthese des Lipoarabinomannans 

Die Biosynthese sowohl des LM als auch des LAM wird initiiert an PIM2 (siehe 1.2.1.1) 

als Vorläufermolekül. Dabei werden auf Phosphoinositol (PI) durch GDP-Man zwei 

Mannose-Reste übertragen und anschließend durch Palmityl-CoA palmitolyiert. Das 

entstandene Phosphoinositolmannosid PIM2 kann auf dieselbe Weise durch weitere 

Mannose-Reste bis zum PIM6 verlängert oder alternativ unter Einbau von Mannose-

Resten mittels β-D-Mannopyranosyl-phosphodecaprenyl (C50-Man) zum linearen 

α-(1 6)-gebundenen Lipomannan aufgebaut werden. Es wird angenommen, dass die 

α-(1 2)-gebundenen verzweigten Mannose-Reste ebenfalls durch die aktivierte 

Mannose GDP-Man übertragen werden. 

Der Biosyntheseweg vom Phosphoinositol zum LAM ist in Abbildung 13 zusammen-

gefasst. 

 

PI PIM2

GDP-Man GDP-Man

PIM3 - PIM6

C50-Man

[α−Μan−(1−>6)−α−Μan]-PIM2

GDP-Man

LM

DPA

LAM

GDP-Man ?

ManLAM

 
Abbildung 13: Schematische Darstellung des Biosyntheseweges der mykobakteriellen Lipoglycane 

Lipomannan und Lipoarabinomannan. 

Auf Phosphoinositol (PI) werden durch GDP-Man zwei Mannose-Reste übertragen, so dass Phospho-

inositolmannosid PIM2 entsteht. Durch den Einbau weiterer Mannose-Reste mittels β-D-Mannopyranosyl-

phosphodecaprenyl (C50-Man) wird lineares α-(1 6)-gebundenes Lipomannan (LM) aufgebaut. Das 

Arabinan des Lipoarabinomannans (LAM) wird durch den Transfer einzelner furanosidisch gebundener 

Arabinosen durch β-D-Arabinofuranosyl-phosphodecaprenol (DPA) auf lineares oder bereits verzweigtes 

Lipomannan synthetisiert. Verändert nach [180]. 
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Bisher sind die Mannosyltransferasen in diesem Biosyntheseweg nicht identifiziert. 

Sicher ist, dass Mykobakterien mindestens zwei dieser Enzyme besitzen, nämlich eines, 

das C50-Man als Substrat verwendet, und ein weiteres, welches GDP-Man als Donor 

nutzt. 

Das Arabinan des LAM wird durch den Transfer einzelner furanosidischer Arabinosen 

durch β-D-Arabinofuranosyl-phosphodecaprenol (DPA) auf entweder lineares oder 

bereits verzweigtes Lipomannan synthetisiert. 

Auf welche Weise die terminalen Mannose-Oligosaccharide oder Inositolphosphate auf 

das LAM übertragen werden, ist bislang nicht geklärt. Da es sich bei den endständigen 

Mannose-Resten um α-(1 2)-Bindungen wie im Mannan der Kernstruktur handelt, 

wird angenommen, dass auch hier eine Mannosyltransferase als Substrat GDP-Man 

verwendet [180]. 

1.2.3 Funktion mykobakterieller Zellwand-Polysaccharide 

Mykobakterien können im Gegensatz zu den meisten anderen Mikroorganismen in 

humanen gewebsständigen Makrophagen überleben und sich sogar in ihnen replizieren 

[42], anstatt von ihnen zerstört zu werden (siehe 1.1.2.1.1). Diese Tatsache wird zum 

größten Teil auf die einzigartige und komplexe Struktur der Zellhülle zurückgeführt 

[270] (siehe 1.2.1). 

Einerseits, so wird angenommen, schützt die Zellwand den Erreger vor intrazellulärer 

Degradation durch den Makrophagen. Andererseits scheint die Zellwand eine 

bedeutende Rolle während der ersten Schritte der Infektion zu spielen, indem Zellwand-

Komponenten mit Rezeptoren der Wirtszellen interagieren [271]. Ferner stellt die 

mykobakterielle Zellhülle eine äußerst undurchlässige Barriere für Antibiotika dar 

[272]. Für Bakteriostatika, die die Biosynthese bestimmter Strukturen inhibieren und 

somit nur in wachsenden Zellen wirken,  ist dies weniger der Fall, aber Bakteriozide 

müssen durch die gesamte extrem komplexe Zellhülle in das Zellinnere penetrieren, um 

in den Replikationsmechanismus einzugreifen. Dabei werden an diese Antituberkulo-

statika hinsichtlich ihrer strukturellen und physiko-chemischen Eigenschaften hohe 

Anforderungen gestellt. Sie dürfen nicht zu groß sein, sie müssen hydrophil genug sein, 

um die Kapsel mit ihren Polysacchariden durchdringen, und sie müssen lipophil genug 

sein, um die extrem dicke Schicht aus Mykolsäuren zu passieren. Abgesehen davon ist 
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eine gute Gewebegängigkeit Voraussetzung [273], da es sich hier um Erreger handelt, 

die vorwiegend intrazellulär vorliegen und außerdem oftmals innerhalb von 

Granulomen von mehreren Zellschichten umschlossen sind [274]. 

1.2.3.1 Der Mycoloyl-Arabinogalactan-Komplex als hydrophobe Barriere 

Die kovalent an das Arabinogalactan gebundenen Mykolsäuren sind parallel zueinander 

dicht angeordnet, so dass sie als Lipidschicht senkrecht zur Plasmamembran stehen 

(siehe 1.2.1.2). Die „extrahierbaren Lipide“ der äußeren Zellwand sind mit den Mykol-

säuren assoziiert, so dass eine asymmetrische Lipiddoppelschicht an der Zelloberfläche 

entsteht. Die äußeren Lipide sind nicht so kompakt angeordnet wie die Mykolsäuren, so 

dass die Fluidität dieser Doppelschicht von innen nach außen zunimmt [275]. Furano-

sidisch gebundene Zucker, wie sie im Arabinogalactan vorliegen, sind in ihrer Kon-

formation mobiler als Pyranosen, so dass das Arabinogalactan  als flexibles Poly-

saccharid-Gerüst eine Struktur annehmen kann, um die extrem dichte Ausrichtung der 

Mykolsäuren zu ermöglichen [272]. 

Die Mykolsäure-Glycolipid-Doppelschicht fungiert an der Peripherie der Zelle als 

äußerst effektive Permeabilitätsbarriere für Antibiotika, was Resistenzen gegenüber 

vielen Substanzen erklärt [190]. Ebenso wird durch diese hydrophobe Struktur die 

Nährstoffaufnahme behindert. Die verzögerte Aufnahme von hydrophilen Nährstoffen 

gilt als Grund für das langsame Wachstum der Mykobakterien im Vergleich zu anderen 

Bakterien [276]. Aber es konnte gezeigt werden, dass Mykobakterien Porine in ihrer 

Zellwand besitzen, was sie zur Aufnahme von kleinen polaren Molekülen befähigt 

[277;278]. Diese scheinen jedoch ebenfalls, kleine polare Chemotherapeutika, wie 

Ethambutol und Isoniazid, in das Zellinnere zu befördern. Im Gegensatz zu anderen 

Bakterien besitzen Mykobakterien jedoch weniger Porine, die zudem weniger effizient 

sind. Unpolare Substanzen, einschließlich lipophile Antibiotika, können prinzipiell die 

Lipiddoppelschicht durchdringen, aber die geringe Fluidität der Mykolsäuren verzögert 

den Transport erheblich. Die Mykolsäure-Zusammensetzung hat hier einen 

entscheidenden Einfluss. Mykobakterien, die resistent gegenüber lipophilen Antibiotika 

sind, besitzen Mykolsäuren mit trans-Doppelbindungen oder trans-Cyclopropyl-

Gruppen. Spezies, die suszeptibel gegenüber lipophilen Substanzen sind, besitzen 
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hingegen vermehrt cis-Doppelbindungen oder  cis-Cyclopropyl-Guppen in ihren 

Mykolsäuren [279]. 

Ferner können Antibiotika, die nur im Zellinneren wirken - wie Rifampicin, das die 

RNA-Polymerase hemmt [280] - durch diese Permeabilitätsbarriere lediglich ein-

geschränkt ihren Wirkort erreichen. Sie können die Mykolsäureschicht nicht oder nur 

sehr verzögert durchdringen und so die Erreger nur zu einem geringen Teil abtöten 

[180]. 

Verbindungen, die in der Lage sind, die Biosynthese von Zellwand-Molekülen zu 

inhibieren, gelten generell als antimykobakteriell wirksame Agenzien und können mit 

lipophilen Substanzen synergistische Effekte zeigen. So werden zum Beispiel in einer 

klassischen Kombinationstherapie Ethambutol oder Isoniazid als Inhibitoren der 

Arabinan-Biosynthese zusammen mit Rifampicin verabreicht, das folglich durch die 

defekte Zellwand effektiver in das Zellinnere gelangen kann [281;282;283]. 

1.2.3.2 Die Rolle des Lipoarabinomannans im Krankheitsverlauf 

Als eines der mykobakteriellen Hauptantigene gilt derzeit das LAM (siehe 1.2.1.3). Es 

wird angenommen, dass es für die klinische Manifestation der Tuberkulose mit 

verantwortlich ist. Es wirkt während des Krankheitsverlaufes durch folgende Effekte 

vielseitig immunmodulatorisch: Inhibition von T-Zell- und Makrophagenaktivierung 

[284], Induktion von Zytokinen [285;286;287], Neutralisation zytotoxischer Sauerstoff-

radikale [288], Inhibition von Kinaseaktivitäten, Erhöhung der Tyrosin-Dephospho-

rylierung [289] und Expression von Kollagenasen, die zur Zerstörung von extra-

zellulärer Lungenmatrix führen [290]. 

Die strukturellen Eigenschaften des LAM, die für diese Effekte verantwortlich sind, 

sind bislang nicht vollständig verstanden. 

Es gibt Hinweise darauf, dass die Fähigkeit zur Eliminierung von freien Radikalen auf 

den Glycan-Anteil des Polymers  zurückzuführen ist. Werden die Fettsäuren des PIM 

durch alkalische Hydrolyse abgespalten, so werden vermehrt Radikale unschädlich 

gemacht [288]. 

Umgekehrt kommt es aber durch deacyliertes LAM zu keiner Induktion von Zytokinen 

mehr und durch kleine PIM-Strukturen lediglich zu geringer Induktion. Das deutet 
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daraufhin, dass der Phosphoinositol-Anteil für die Induktion von Zytokinen verant-

wortlich ist [291]. 

Weiterhin induzieren terminale Inositol-Phosphate, wie sie in der LAM-Struktur 

(PI-GAM) vom M. smegmatis vorkommen, sehr effektiv die Freisetzung von Tumor-

Nekrose-Faktor-α (TNF-α), was durch Makrophagenaktivierung zur Abtötung des 

Bakteriums führt (siehe 1.1.2.1.1). Daher wird davon ausgegangen, dass diese 

endständigen Modifikationen in der Struktur des LAM [206] zum Teil die Avirulenz 

dieser Spezies begründen. 

Eine größere Bedeutung wird den terminalen Mannose-Resten (Manp) an den Hexa-

sacchariden (Araf) des ManLAM zugesprochen. Es wurde gezeigt, dass ManLAM an 

humane Mannose-Rezeptoren (MMR) bindet, und somit die ersten Schritte der Phago-

zytose einleitet [292]. Zunächst wurde davon ausgegangen, dass lediglich einige 

Stämme von M. tuberculosis mannosylierte LAM-Strukturen besitzen, die für die 

gesteigerte Pathogenität der Stämme verantwortlich sind [203]. Das konnte jedoch 

durch den Nachweis von ManLAM in M. bovis BCG widerlegt werden [293]. 

1.2.4 Funktion mykobakterieller Kapselpolysaccharide 

Derzeit können den Kapselpolysacchariden noch keine spezifischen biologischen 

Aktivitäten eindeutig zugeordnet werden. 

Es wird angenommen, dass diese Polysaccharide die Adhärenz an Wirtszellen 

vermitteln. Da sich Mykobakterien innerhalb von Makrophagen replizieren [42], haben 

sie Strategien entwickelt, gezielt in diese zu penetrieren. Dabei binden wahrscheinlich 

Kapselpolysaccharide an Rezeptoren der Wirtzellen, die dann die Mykobakterien 

phagozytieren. Ein gut untersuchter Rezeptor ist der Makrophagen-Mannose-Rezeptor, 

der auf Makrophagen, nicht aber auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten 

lokalisiert ist, und eine entscheidende Rolle in der Aufnahme von Mykobakterien in die 

Wirtszelle spielt [294]. Das könnte erklären, weshalb bekapselte Bakterien im 

Allgemeinen virulenter sind als unbekapselte [295]. Jüngste in vitro Infektions-Studien 

mit M. tuberculosis geben jedoch Hinweise darauf, dass die Kapsel einen anti-phago-

zytierenden Effekt hat: Kapsel-extrahierte Zellen wurden von murinen sowie humanen 

Makrophagen häufiger phagozytiert als bekapselte. Dabei war der Effekt mit M. tuber-

culosis als pathogenen Keim stärker als bei dem opportunistischen Erreger M. avium. 
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Eine mögliche Erklärung für eine solche Funktion der Kapsel könnte eine durch Myko-

bakterien kontrollierte bzw. reduzierte Phagozytose darstellen. Damit könnten Myko-

bakterien verhindern, von Makrophagen z. B. in Geweberegionen mit geringen Serum-

Opsonin-Spiegeln, wie im Alveolarspalt und in Granulomen, phagozytiert zu werden. 

Sie könnten damit erreichen, in Epithel- und Endothelzellen der Lunge zu penetrieren. 

Eine „anti-phagozytierende“ Kapsel könnte also die unspezifische Phagozytose 

reduzieren und somit die spezifische rezeptor-vermittelte Aufnahme der Mykobakterien 

erhöhen [296]. 

Nach der Phagozytose durch den Makrophagen liegt das Bakterium eingeschlossen im 

Phagosom vor. Normalerweise erfolgt die Fusion von Phagosom mit Lysosom und 

anschließendem Verdau. Doch Mykobakterien schützen sich vor enzymatischem 

Verdau. Auf welche Weise dies geschieht, ist bislang nur teilweise geklärt. Einerseits 

inhibieren intrazelluläre Mykobakterien diese Phagosom-Lysosom-Fusion [40], so dass 

sie innerhalb des Phagosoms persistieren und so den Enzymen nicht ausgesetzt sind. Im 

Phagosom wird durch eine membranständige Protonen-ATPase ein pH-Wert im sauren 

Bereich aufrechterhalten, was für die enzymatischen Aktivitäten der im Lysosom 

lokalisierten Nukleasen, Phosphatasen, Proteinasen, Lipasen und Glycosidasen 

essentiell ist. Andererseits schützen sich Mykobakterien vor enzymatischem Verdau, 

indem sie die Protonen-ATPase entweder selektiv blockieren oder bereits ihren Einbau 

in die Membran unterbinden [297]. Es konnte gezeigt werden, dass Mykobakterien in 

der Lage sind, den pH-Wert innerhalb des Phagosoms innerhalb weniger Tage nach 

Infektion fast zu neutralisieren [298]. Obwohl der Prozess nicht vollständig verstanden 

ist, gibt es Hinweise darauf, dass mykobakterielle Kapsel-Komponenten dafür 

verantwortlich sind, in die Signal-Kaskade der Makrophagen einzugreifen und auf 

bisher unbekannte Weise die Reifung des Phagosoms zu unterbinden [299]. 

Weiterhin wird angenommen, dass Kapselpolysaccharide die mykobakterielle Zelle 

innerhalb des infizierten Makrophagen vor Wirtsbestandteilen, wie Enzymen schützt. 

Ferner trägt die Kapsel auch dazu bei, dass bakterielle Antigene geschützt vorliegen. 

Dadurch wird verhindert, dass das Bakterium als fremd erkannt wird [174]. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Ausbildung der 

„elektronentransparenten Zone“ mit der Pathogenität der Bakterien einhergeht. Durch 

Makrophagen phagozytierte M. avium Zellen des SmT zeigten häufiger die Formation 

dieser Zone als Bakterien des Koloniemorphotypen des SmO. Im Gegensatz zu 

lebenden Mykobakterien wurden bei abgetöteten Zellen, die phagozytiert wurden, bei 
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nur einem Drittel das Vorhandensein einer „elektronentransparenten Zone“ 

nachgewiesen [300]. Eine Vielzahl von biologischen Aktivitäten konnten den Kapsel-

Polysacchariden, insbesondere dem Arabinomannan, nachgewiesen werden: 

Neben Zytokin-Induktionen in Mäusen nach Gabe von Arabinomannan-reichen 

Extrakten [301] wurden antigene Eigenschaften der kapsulären Arabinomannane 

nachgewiesen durch Antikörper im Serum TB-infizierter Menschen [302]. Mäuse, die 

mit Arabinomannan-Oligosacchariden (aus LAM) gekoppelt an mykobakterielle Glyco-

proteine immunisiert wurden, zeigten einen Schutz gegen experimentelle TB-

Infektionen [303]. Damit stellen Arabinomannane möglicherweise eine Molekülklasse 

für Vakzin-Konjugate dar. In zahlreichen Untersuchungen im Maus-Modell konnte dem 

Arabinomannan eine anti-Tumor-Aktivität nachgewiesen werden [304;305]. Durch 

Kombination der klassischen Bestrahlungstherapie und der Gabe von Arabinomannan 

konnte eine verbesserte Anti-Tumor-Aktivität im Maus-Modell nachgewiesen werden 

[306]. 

Andererseits scheinen Arabinomannane dazu beizutragen, in immunsupprimierten 

Organismen einen verbesserten Schutz gegen Infektionen hervorzurufen [307;308]. Als 

klinisch relevante Eigenschaft wird die Wirkung von mykobakteriellem Arabinomannan 

bei Patienten mit Leukopenie in der Folge einer Radiotherapie ausgenutzt [309]. 

Die biologischen Aktivitäten scheinen jedoch nicht eindeutig auf kapsuläres Arabino-

mannan zurückzugehen. Viele der Untersuchungen wurden mittels dem so genannten 

Z-100 durchgeführt, einem Extrakt aus M. tuberculosis Stamm Aoyama B, der teilweise 

in der Literatur als Arabinomannan-reich sowie Lipid-Arabinomannan-reich 

beschrieben wird. 

 

Neben den nachgewiesenen u. a. immunmodulatorischen Effekten verleihen Kapsel-

polysaccharide den Bakterien Schutz vor enzymatischem Verdau nach der Phagozytose 

und vermitteln bzw. kontrollieren die Adhärenz an Wirtszellen. Dadurch stellen sie 

äußerst potente Virulenzfaktoren dar. Die strukturelle Charakterisierung solcher 

Virulenzfaktoren ist für das Verständnis der Pathogenese mykobakterieller Infektionen 

wichtig und trägt möglicherweise dazu bei, neue Chemotherapeutika oder Impfstoffe 

entwickeln zu können. 
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2. ZIEL DER ARBEIT 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aus Mycobacterium avium Kapselmaterial zu 

extrahieren und aus dem Gemisch Polysaccharide zu isolieren und diese strukturell zu 

charakterisieren. Dabei sollte eine teilweise entwickelte Methode zur Isolierung myko-

bakterieller Zellwandkomponenten weitergeführt bzw. eine in der Literatur beschriebene 

Methode zur Extraktion von Kapselbestandteilen aus Gram-positiven Bakterien getestet 

werden. 

Da Kohlenhydrate in der Natur generell Adhäsionsfunktionen besitzen und somit bei 

Zell-Zell-Interaktionen eine wesentliche Rolle spielen, ist es von großem Interesse, 

inwieweit diese Kapsel-Strukturen als Virulenzfaktoren fungieren. Daher sollten zwei 

verschiedene Koloniemorphotypen des Stammes 2151, die sich im Maus-Modell in ihrer 

Pathogenität unterscheiden, untersucht werden. Der virulente glatt-transparente Morphotyp 

sollte mit dem avirulenten glatt-opaken verglichen werden. 

Aufgrund beschriebener Funktionen von mykobakteriellen Kapsel-Kohlenhydraten sollten 

die isolierten Polysaccharide in vitro hinsichtlich biologischer Aktivität, insbesondere 

Zytokin-Induktion und immunmodulatorischer Eigenschaften, getestet werden. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Chemikalien und Lösungsmittel 

Es wurden Chemikalien mit Analysegrad bzw. HPLC-Grad verwendet. Alle wässrigen 

Lösungen wurden, wenn nicht anders genannt, mit deionisiertem und filtriertem Wasser 

hergestellt (sterilfiltriert durch einen 0,22 µm-Filter, Milli-Q, MILLIPORE). Puffer-

Lösungen wurden, wie von Sambrook et al. [310] und Ausubel et al. [311] beschrieben, 

hergestellt. 

 

Acetanhydrid FLUKA 
Aceton MERCK 
Acetonitril MERCK 
Acrylamid BIORAD 
Ammoniak MERCK 
Ammoniumheptamolybdat MERCK 
Ammoniumhydrogencarbonat MERCK 
Ammoniumpersulfat (APS) BIORAD 
Ammoniumsulfat ROTH 
Aqua bidest.  MILLIPORE 
Ascorbinsäure MERCK 
Bisacrylamid BIORAD 
2-Butanol SIGMA 
Bromphenolblau MERCK 
Calciumchlorid MERCK 
Chloroform MERCK 
4-Chloro-1-Naphthol SIGMA 
Coomassie Brilliant Blue R-250 BIORAD 
Deuteriumoxid DEUTERO 
Dextranblau SIGMA 
Diazomethan [312] SIGMA1  
Diethylether MERCK 
Dimethylsulfoxid (DMSO) SIGMA 
Dinatriumhydrogenphosphat MERCK 
Dioxan MERCK 

                                                 
1 Die Synthese von Diazomethan erfolgte durch Destillation von Diazald der Firma SIGMA in Anlehnung 

einer in der Literatur beschriebenen Methode [312]. 
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Essigsäure MERCK 
Ethanol MERCK 
Formaldehyd MERCK 
Galactobiose SIGMA 
Glucose MERCK 
Glucose-6-Sulfat SIGMA 
Glycerin MERCK 
Glycin SERVA 
Kaliumchlorid MERCK 
Kaliumdihydrogenphosphat MERCK 
Magermilchpulver SALITER 
Magnesiumchlorid SIGMA 
Manganchlorid MERCK 
Methanol MERCK 
Methyljodid FLUKA 
Methyljodid-d3 SIGMA 
Mercaptoethanol SERVA 
Methylmannopyranosid SIGMA 
Natriumacetat MERCK 
Natriumazid MERCK 
Natriumbordeuterid MERCK 
Natriumborhydrid MERCK 
Natriumchlorid MERCK 
Natriumcitrat ROTH 
Natriumdodecylsulfat (SDS) BIORAD 
Natriumglutamat MERCK 
Natriumhydrogenphosphat MERCK 
Natriumhydroxid MERCK 
Natriummetabisulfit SIGMA 
Natriummetaperjodat MERCK 
Natriumpyruvat MERCK 
Natriumsulfat MERCK 
p-Nitrophenyl-Phosphat MERCK 
Perchlorsäure MERCK 
Perjodsäure MERCK 
Phenol MERCK 
Phthalsäure MERCK 
Pyridin FLUKA 
Salzsäure MERCK 
Schiffsches Reagenz SIGMA 
Schwefelsäure MERCK 
Silbernitrat MERCK 
TEMED BIORAD 
Trifluoressigsäure MERCK 
Tris BIOMOL 
Triton X-114 SIGMA 
Tween 20 BIORAD 
Wasserstoffperoxid MERCK 
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3.1.2 Bakterien 

In der vorliegenden Arbeit wurden die glatt-transparenten (engl. smooth-transparent; 

SmT) und glatt-opaken (engl. smooth-opaque; SmO) Koloniemorphotypen des Myco-

bacterium avium Stammes 2151 (Serovar 2) angezüchtet. Es handelt sich hierbei um ein 

Sputum-Isolat eines AIDS-Patienten mit pulmonaler Mykobakteriose [313]. 

3.1.3 Wachstumsbedingungen 

Die Anzucht der Mykobakterien (siehe 3.1.2) erfolgte auf solidem 7H10-Agar-Nähr-

boden [314] nach MIDDLEBROOK. Es wurden zwei verschiedene Mediumzusätze 

ausgetestet. Einerseits wurde der Nährboden mit OADC-Medium (O: Ölsäure; A: 

Albumin; D: Dextrose; C: Katalase) angereichert, andererseits mit Pyruvat. 

 

Middlebrook-7H10/OADC-Agar: 19,0 g Middlebrook-7H10-Agar (DIFCO)

 5,0 ml Glycerin

 100 ml OADC-Enrichment 

(BECTON-DICKINSON)

 ad 1000 ml H2O

 

Nährboden auf Pyruvat-Basis: 19,0 g Middlebrook-7H10-Agar (DIFCO)

 4,0 g Nutrient BROTH (DIFCO)

 0,76 g Natriumpyruvat

 5,5 g Glucose 

 0,5 g Natriumglutamat

 ad 1000 ml H2O

 

In beiden Fällen wurde der pH-Wert des Mediums mit 1 M Natronlauge auf 7,7 

eingestellt. Nach dem Autoklavieren (2,1 bar, 121°C, 15 min, SYSTEC-Autoklav) 

wurde der Nährboden bei einer Temperatur von 55°C gegossen. Dabei wurden Petri-

schalen (150 x 20 mm, SARSTEDT) mit ca. 100 ml Medium befüllt. Auf den erkalteten 

Nährboden wurde zusätzlich eine für Nährstoffe permeable Nitrozellulosemembran 

(Protran BA 85, Ø 13,2 cm, Porengröße 0,45 µm, SCHLEICHER & SCHÜLL, 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 51

autoklaviert) gelegt, die beimpft wurde, und auf dessen Oberfläche die Zellen wachsen 

(siehe Abbildung 14). 

Diese Membran erleichtert das Ernten der Zellen und verhindert dabei das Herauslösen 

von Agarbestandteilen. Die Anzucht erfolgte in einem Brutraum bei einer konstanten 

Temperatur von 37°C und weißem Dauerlicht. Der CO2-Gehalt der Innenraumluft 

wurde nicht reguliert und entsprach bei einer Überprüfung 0,03%. 

3.2 Präparative Methoden 

3.2.1 Ernten der Zellen 

Nach einer Kultivierungsdauer von fünf bzw. acht Wochen (siehe 3.1.3) wurden die 

Bakterien mit einem Drigalski-Spatel von der Nitrozellulosemembran abgeerntet. 

Kolonien von verändertem Phänotyp, die wahrscheinlich auf Spontanmutationen 

zurückzuführen waren (siehe 1.1.3.4.2), wurden dabei nicht erfasst. 

3.2.2 Phenol/Wasser-Extraktion 

[225] 

Zur Isolierung des Kapselmaterials wurde jeweils 1 g (Feuchtmasse) der frisch 

geernteten Zellen (siehe 3.2.1) in 18 ml einer 1% (w/v) Phenol-Lösung für 48 h bei 

einer Temperatur von 4°C langsam (100 U min-1) gerührt. Nach der Extraktion wurden 

die Zell-Suspensionen in 50 ml-Zentrifugen-Röhrchen (Polypropylen, NALGENE) 

überführt und bei 27000 × g (BECKMANN, Rotor JA-20) und 4°C für 30 min 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die extrahierten Zellen bei 

-20°C gelagert. Der erhaltene Überstand wurde anschließend auf Eis sterilfiltriert 

(0,22 µm Steritop™, MILLIPORE) und gegen Aqua bidest. (3 x 10 l) bei 4°C für 

mindestens 24 h dialysiert (SpectraPor, ROTH, MWCO: 3500 Da). Das Dialysat wurde 

am Vakuumrotationsverdampfer (Rotavapor R110, BÜCHI) im Wasserstrahlvakuum 

auf ein Zehntel des Volumens eingeengt, unter flüssigem Stickstoff eingefroren und 

lyophilisiert (Lyovac GT 2 E, FINN-AQUA). 
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3.2.3 Triton-Extraktion 

[315] 

Um hydrophile und lipophile Substanzen voneinander zu trennen, wurde das 

Lyophilisat (siehe 3.2.2) mit Triton X-114 extrahiert. Dazu wurden in einem 

Zentrifugenröhrchen (30 ml-COREX) jeweils 40 mg Substanz in 18 ml Wasser gelöst, 

mit 10% (v/v; Endkonzentration) Triton X-114 versetzt und 1 h bei 20-22°C gerührt 

(200 U min-1). Anschließend wurde die Extraktion bei 37°C im Wasserbad mindestens 

vier Stunden bis zur vollständigen Phasentrennung inkubiert und anschließend bei 

2500 × g (ROTIXA/KS, HETTICH) bei 37°C für 10 min zentrifugiert. Die obere 

Wasser-Phase wurde abgenommen und erneut mit 10% (v/v; Endkonzentration) 

Triton X-114 extrahiert. Die untere Triton-Phase wurde erneut mit Wasser versetzt und 

der Vorgang wiederholt. Die beiden Wasser-Phasen wurden vereinigt, unter flüssigem 

Stickstoff eingefroren und lyophilisiert (siehe 3.2.2). Um Reste von Triton zu entfernen, 

wurde das Lyophilisat dreimal mit Aceton gewaschen. Es wurde dazu in jeweils 20 ml 

Aceton resuspendiert, abzentrifugiert (10 min, 1000 × g) und der Überstand verworfen. 

Anschließend wurde die Präparation unter Stickstoffstrom getrocknet und zur Protein-

präzipitation mittels Ammoniumsulfat eingesetzt (siehe 3.2.4). 

Die aus den beiden Extraktionsschritten erhaltenen Triton-Phasen wurden in 250 ml-

Metallzentrifugenbechern vereinigt und mit dem zehnfachen Volumen Aceton für 4 d 

bei -20°C gefällt. Anschließend wurde bei 12000 × g (BECKMANN, Rotor JA-14) und 

-10°C für 30 min zentrifugiert, das Aceton dekantiert und das Sediment zweimal mit 

Aceton gewaschen und schließlich unter Stickstoffstrom getrocknet. 

3.2.4 Proteinfällung mittels Ammoniumsulfat 

[316]  

Um Proteine abzutrennen, wurden jeweils 40 mg der lyophilisierten Wasser-Phasen 

nach der Triton-Extraktion (siehe 3.2.3) in 12 ml Wasser gelöst (50 ml-Zentrifugen-

Röhrchen, Polypropylen, NALGENE). Dazu wurde sukzessiv Ammoniumsulfat 

hinzugegeben, bis eine Endkonzentration von 46% (w/v) erreicht war. Die Suspension 

wurde zunächst bei  20-22°C für 2 h gerührt (100 U min-1) und anschließend bei 4°C für 

16-22 h präzipitiert. 
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Die Präzipitate wurden bei 14000 × g (BECKMANN, Rotor JA-20) und 4°C für 1 h 

abzentrifugiert, die Überstände anschließend erneut gefällt und der Vorgang wiederholt. 

Um das zur Fällung eingesetzte Ammoniumsulfat zu eliminieren, wurden die Sedimente 

und Überstände getrennt voneinander bei 4°C gegen Aqua bidest. (12 x 10 l) unter 

Zugabe von 0,02% (w/v) Natriumazid dialysiert (SpectraPor, ROTH, MWCO: 3500 Da) 

und anschließend am Vakuumrotationsverdampfer im Wasserstrahlvakuum (HB-140, 

BÜCHI) auf ein Zehntel des Volumens eingeengt, unter flüssigem Stickstoff 

eingefroren und lyophilisiert (siehe 3.2.2). Die Sedimente wurden unter Stickstoff bei 

-20°C gelagert. 

3.2.5 Proteolytischer Verdau 

Um Reste von Proteinen zu entfernen, wurden die Polysaccharid-enthaltenen Über-

stände nach der Proteinpräzipitation (siehe 3.2.4) proteolytisch verdaut. Dazu wurden 

sie mit Proteinase K (10 µg ml-1; BOEHRINGER) bei 50°C unter gelegentlichem 

Rühren für 5 h inkubiert und anschließend gegen Aqua bidest. (5 x 10 l) bei 4°C 

dialysiert (SpectraPor, ROTH, MWCO: 3500 Da) und lyophilisiert (siehe 3.2.2). 

Gegebenenfalls wurde zur weiteren Entsalzung eine Gelpermeations-Chromatographie 

(siehe 3.2.6) mit SephadexG-10 bzw. eine Ultrafiltration durchgeführt (siehe 3.2.8). 

3.2.6 Gelpermeations-Chromatographie (GPC)  

[317] 

Es wurden unterschiedliche Trägermaterialen wie Sephadex G-200, Sephadex G-50, 

Sephadex G-10 (AMERSHAM BIOSCIENCES), TSK-40 sowie TSK-65 (MERCK) 

verwendet. Die Ausschlussvolumina der Trägermaterialien wurden mittels Dextranblau 

(10 mg ml-1; Molekularmasse: 2 x 106 Da) bestimmt. Alle verwendeten Lösungsmittel 

wurden zuvor durch eingeleitetes Helium entgast. Flussraten wurden mit einer 

peristaltischen Schlauchpumpe (MINIPULS 3, ABIMED) eingestellt. Die Detektion 

erfolgte mittels eines Differentialrefraktometers (KNAUER). Die Änderung des 

Brechungsindex wurde durch einen Schreiber (2210 Recorder, PHARMACIA) mit 

einem Papiervorschub von 0,5 mm min-1 aufgezeichnet. Das Eluat wurde durch einen 

Fraktionskollektor (ABIMED GILSON FC 203B) tropfenweise gesammelt. Saccharid-

haltige Fraktionen wurden auf Dünnschichtplatten (Kieselgel 60, MERCK) identifiziert. 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 54 

Dazu wurden Aliquots der Fraktionen auf die Platte aufgetragen, die dann in 10% (v/v) 

Schwefelsäure/Ethanol getaucht, getrocknet und anschließend bei 220°C verkohlt 

wurde. Die zu einem Signal gehörigen Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert 

(siehe 3.2.2). 

3.2.7 Trennungen mittels Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Die Trennungen wurden an einer ABIMED GILSON-HPLC-Anlage unter Verwendung 

der UniPoint System-Software durchgeführt. Die aufzutrennenden Proben wurden 

generell in Lösungsmittel A gelöst und vor der Injektion bei 1000 × g für 1 min 

zentrifugiert (Biofuge, EPPENDORF) sowie anschließend durch einen 0,22 µm-Nylon-

Spritzenvorsatzfilter (OSMONICS) filtriert. Alle Lösungsmittel wurden vor Gebrauch 

unter Wasserstrahlvakuum durch eine 0,2 µm-RC-Membran (Regenerierte Cellulose, 

SCHLEICHER & SCHÜLL) filtriert und anschließend durch Einleiten von Helium 

entgast. Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei den Wellen-

längen 210 nm und 280 nm. Grundsätzlich wurde das System durch Injizieren eines 

Blindwertes (Lösungsmittel A) und gegebenenfalls durch eine Positiv-Kontrolle 

überprüft (siehe 3.2.7.3). 

3.2.7.1 Reverse Phase-Chromatographie 

Trennungen mittels Reverse Phase-Chromatographie wurden auf einer RP4-Säule 

(Hypersil PEP-300 C4; 250 x 4,6 mm; THERMO HYPERSIL-KEYSTONE) durch-

geführt. Als Lösungsmittel A diente Millipore-Wasser und als Lösungsmittel B Aceto-

nitril. Es wurde folgender Gradient angelegt: 4 - 85% B in 100 min, dann 100% B für 

10 min bei einer Flussrate von 0,5 ml min-1. Die Fraktionen wurden in einem zeitlichen 

Abstand von 1 min gesammelt (siehe 3.2.7). 

3.2.7.2 Anionenaustausch-Chromatographie 

Die Polysaccharid-enthaltenden Fraktionen wurden auf einer Diethylaminoethyl-Säule 

(NUCLEOGEN DEAE 60-7, 125 x 10 mm, MACHEREY & NAGEL) aufgetrennt. Als 

Lösungsmittel dienten 20 mM Natriumhydrogenphosphat, pH 7,7 (Lösungsmittel A) 
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und 20 mM Natriumhydrogenphosphat, 2 M Natriumchlorid, pH 7,7 (Lösungsmittel B) 

bei einer Flussrate von 2 ml min-1. Es wurde folgender vierstufiger Gradient angelegt: 

10 min 100% A, in 25 min auf 50% B, für 10 min 50% B, dann 100% B für 15 min. Das 

Eluat wurde in einem zeitlichen Abstand von 1 min fraktioniert (siehe 3.2.7). 

3.2.7.3 Affinitäts-Chromatographie mittels ConcanavalinA 

Die Trennungen wurden unter Verwendung einer Lektin-Sepharose-Säule (ConA-

Sepharose 4B, 5 x 1 cm, SIGMA) durchgeführt. Als Lösungsmittel A wurde folgender 

Puffer verwendet: 0,1 M Natriumacetat, 0,1 M Natriumchlorid, 1 mM Magnesium-

chlorid, 1 mM Manganchlorid, 1 mM Calciumchlorid, pH 6,1. Dieselbe Zusammen-

setzung wurde neben dem Zusatz von 1 M Methylmannopyranosid für Lösungsmittel B 

gewählt. Bei einer Flussrate von 0,8 ml min-1 wurde mit 100% A für 40 min ein Binden 

des Probenmaterials an das Lektin ermöglicht, anschließend für 20 min mit 100% B 

gebundenes Material eluiert und schließlich mit erneut 100% A die Säule für 60 min 

regeneriert. Das Elutionsvolumen wurde in den ersten 60 min fraktioniert und mit einem 

Volumen von 0,8 ml Fraktion-1 gesammelt. Zur Überprüfung der Säule wurde 

Ovalbumin (SIGMA) als glycosylierter Protein-Standard verwendet (siehe 3.2.7). 

ConA-negative und –positive Fraktionen wurden anschließend durch Gelpermeations-

Chromatographie (siehe 3.2.6) entsalzt. 

3.2.8 Entsalzung durch Ultrafiltration 

Es wurden Zentrifugen-Filtrationseinheiten (Centriprep YM-3, AMICON/MILLIPORE) 

mit einer Molekularmassengrenze von 3000 Da verwendet. Die Filtration wurde nach 

Angaben des Herstellers durchgeführt. Zentrifugiert wurde jeweils für 1 h bei 3000 × g 

(ROTIXA/KS, HETTICH) und einer Temperatur von 30°C. 
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3.3 Analytische Methoden 

3.3.1 Färbung nach Ziehl-Neelsen 

[318] 

Zur Überprüfung der Säurefestigkeit der Bakterien wurde von den angezüchteten 

Kolonien (siehe 3.2.1) eine verdünnte Zellsuspension hergestellt. Diese wurde auf 

einem Objektträger ausgestrichen und hitzefixiert, mit Karbolfuchsin-Lösung (Ziehl-

Neelsen Karbolfuchsin-Lösung, MERCK) bedeckt und über einer Bunsenbrenner-

flamme dreimal bis zur Dampfbildung erhitzt (nicht gekocht). Der Farbstoff wurde ohne 

nochmaligem Erhitzen für 10 min inkubiert, anschließend abgegossen und mit Aqua 

bidest. abgespült. Zur Entfärbung wurde 5% (v/v) Salzsäure/Ethanol aufgegeben und 

solange inkubiert, bis keine Farbwolken mehr abgingen. Nach Spülen mit Aqua bidest. 

wurde 1 min mit Methylenblau-Lösung gegengefärbt (Löfflers Methylenblau, MERCK) 

und anschließend erneut gespült. 

Unter dem Lichtmikroskop erscheinen säurefeste Zellen rot, nicht säurefeste und 

umgebendes Material zartblau. 

3.3.2 Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese (Disk-SDS-PAGE) 

[319;320] 

Elektrophoretische Trennungen mittels SDS-PAGE wurden einerseits in einem 

HOEFER- und andererseits in einem BIORAD-System durchgeführt. Es wurden Gele 

mit einer Konzentration von 12% Acrylamid im Trenngel und 5% im Sammelgel 

gegossen. Zum Auspolymerisieren wurden die Gele unter Luftabschluss (mit Laufpuffer 

überschichtet) mindestens 45 min bei 20-22°C stehen gelassen. 

 

Trenngel (12%) 12,0 ml Acrylamid/Bisacrylamid [29:1 (w/w)]

 7,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8

 10,0 ml H2O

 0,3 ml 10% (w/v) SDS/H2O

 0,01 ml TEMED
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 0,15 ml 10% (w/v) APS/H2O

 entgast

 

Sammelgel (5%) 2,0 ml Acrylamid/Bisacrylamid [29:1 (w/w)]

 3,0 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,8

 6,76 ml H2O

 0,12 ml 10% (w/v) SDS/H2O

 0,006 ml TEMED

 0,12 ml 10% (w/v) APS/H2O

 entgast

 

SDS-Laufpuffer (pH 8,3) 6,06 g Tris

 28,82 g Glycin

 2,0 g SDS

 ad 2,0 l H2O

 

Molekularmassen-Standards Low Range Standard (BIORAD)

 High Range Standard (BIORAD)

 α1-saures Glycoprotein (44 kDa, SIGMA)

 

Probenpuffer 12,5 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,8

 20,0 ml 10% (w/v) SDS/H2O

 5,0 ml Mercaptoethanol

 10,0 ml Glycerin

 0,01 g Bromphenolblau

 ad 100 ml H2O

 

Die aufzutrennenden Proben wurden 1:1 mit Probenpuffer verdünnt und für 5 min bei 

100°C erhitzt. Als Negativ-Kontrolle wurde nur Probenpuffer aufgetragen. 

Die Gele wurden anschließend mit Coomassie (siehe 3.3.2.3.1), Silbernitrat (siehe 

3.3.2.3.2) oder Perjodsäure-Schiff-Reagenz (siehe 3.3.2.3.3) gefärbt bzw. geblottet 

(siehe 3.3.2.4). 
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3.3.2.1 SDS-PAGE im HOEFER-System 

Für das HOEFER-System (HOEFER Electrophoresis Unit SE600, AMERSHAM 

PHARMACIA BIOTECH) wurden Gele von 18 cm x 12 cm x 0,75 mm gegossen. 

Jeweils 100-200 µg Substanz wurden pro Probentasche aufgetragen. Anschließend 

wurde eine konstante Spannung von 150 V angelegt. Die Trennungen waren nach ca. 

5 h beendet. 

3.3.2.2 SDS-PAGE im BIORAD-System 

Die elektrophoretischen Trennungen aufgereinigter Substanzen wurden in einer Mini-

PROTEAN 3 Cell (BIORAD) durchgeführt. Es wurden Gele von 8 cm x 7,3 mm x 

1 mm hergestellt. Maximal 10 µg Substanz wurden pro Probentasche aufgetragen. 

Anschließend wurde eine konstante Spannung von 200 V angelegt. Die Trennungen 

waren nach ca. 50 min beendet. 

3.3.2.3 Färbemethoden 

Die Gele wurden nach der elektrophoretischen Trennung (siehe 3.3.2) durch 

verschiedene Färbemethoden auf das Vorhandensein von Proteinen, Polysacchariden 

und Lipoglycanen hin untersucht (siehe 3.3.2.3.1;  3.3.2.3.2;  3.3.2.3.3).  

Alle Inkubationsschritte erfolgten bei 20-22°C unter leichtem Schütteln. Die gefärbten 

Gele wurden anschließend für mindestens 1 h in Glycerin/Ethanol/Wasser (5/22/73; 

v/v/v) äquilibriert zwischen gequollener Cellophan-Folie (24 x 24 cm, ROTH) 

getrocknet und konserviert. 

3.3.2.3.1 Coomassie-Färbung 

[321] 

SDS-Gele (siehe 3.3.2) wurden mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gefärbt, um 

Proteine sichtbar zu machen. Die Gele wurden 1 h in der Coomassie-Lösung 

gleichzeitig fixiert und gefärbt. Zur Hintergrund-Entfärbung wurde diese zunächst in 

200 ml Wasser in der Mikrowelle bei 700 Watt für 5 min erhitzt und anschließend durch 
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mehrmaliges Wechseln der Entfärbelösung I entfärbt. Bei nicht ausreichender 

Hintergrund-Entfärbung wurde gegebenenfalls die Entfärbelösung II eingesetzt. 

 

Färbe-/Fixierlösung 2g Coomassie Brilliant Blue R-250

 400 ml Methanol

 100 ml Eisessig 

 ad 1000 ml H2O

 filtrieren durch Whatman #1-Papier

 

Entfärbelösung I 100 ml Eisessig

 100 ml Methanol

 ad 1000 ml H2O

 

Entfärbelösung II 500 ml Acetonitril

 ad 1000 ml H2O

3.3.2.3.2 Silberfärbung 

Die Färbung wurde nach der von TSAI und FRASCH [322] entwickelten und von HITCH-

COCK und BROWN [323] modifizierten Methode durchgeführt. 

Die Gele (siehe 3.3.2) wurden für 10-16 h fixiert und anschließend für 5 min in der 

Oxidationslösung inkubiert. Es folgten Waschschritte mit Aqua. bidest. (8 x 30 min). 

Nach 10-minütiger Färbung mit Silbernitratlösung wurde erneut mit Aqua. bidest. 

gewaschen (4 x 10 min). Die Entwicklung der Gele erfolgte solange, bis die Banden gut 

sichtbar waren, ohne dass eine zu starke Hintergrundfärbung auftrat. Nach Inkubation in 

der Stopplösung für mindestens 1 h wurden die Gele mit Aqua. bidest. gewaschen. 

 

Fixierlösung: 50 ml Eisessig

 400 ml Ethanol

 ad 1000 ml H2O

 

Oxidationslösung: 105 mg Natriummetaperjodat

 150 ml Fixierlösung
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Färbelösung 142 ml H2O

 2 ml 25% Ammoniak

 0,56 ml 5 M Natronlauge

 5 ml 20% (w/v) Silbernitrat/H2O

 

Entwickler 25 mg Natriumcitrat

 500 ml H2O

 0,25 ml Formaldehyd

 

Stopplösung 200 ml 7% (v/v) Essigsäure/H2O

 

3.3.2.3.3 Perjodsäure-Schiff-Färbung (PAS-Färbung) 

[324] 

Die Gele (siehe 3.3.2) wurden für 1-2 h fixiert (in je 100 ml Fixier-/Entfärbelösung) und 

anschließend für 1 h mit 100 ml Perjodsäure-Lösung inkubiert. Die Gele wurden mit 

Aqua bidest. gewaschen (5 x 1 min) und für 5-10 min mit 100 ml Natriummetabisulfit 

behandelt. Dabei kam es zu einer zunehmenden Gelbfärbung und anschließender Ent-

färbung des Gels. Sofort nach Erreichen der vollständigen Entfärbung wurden die Gele 

in 100 ml Schiffschem Reagenz bis zur Rotfärbung der glycosylierten Banden inkubiert. 

Nach 2 h war in der Regel keine weitere Intensitätszunahme zu beobachten. Zur 

anschließenden Hintergrund-Entfärbung wurde die Entfärbelösung mehrmals 

gewechselt. 

 

Fixier-/Entfärbelösung 100 ml Eisessig

 350 ml Methanol

 ad 1000 ml H2O

 

Perjodsäure-Lösung 0,7 g Perjodsäure

 100 ml 5% (v/v) Essigsäure/H2O

 

Natriummetabisulfit-Lösung 0,2 g Natriummetabisulfit

 100 ml 5% (v/v) Essigsäure/H2O
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Schiffsches Reagenz 100 ml vor Gebrauch auf 20-22°C erwärmt

3.3.2.4 Westernblot 

[325;326] 

Unmittelbar nach der Gelelektrophorese (siehe 3.3.2) wurden die in der PAGE 

aufgetrennten Substanzen aus dem Gel auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, 

MILLIPORE) transferiert. Die Membran wurde zuvor 15 s in Methanol gequollen, für 

2 min mit Wasser gespült und anschließend für mindestens 5 min in Transferpuffer 

getränkt. Das Gel hingegen wurde wenigstens für 30 min in Transferpuffer äquilibriert. 

Die mit Transferpuffer benetzte Membran wurde auf eine Lage in Puffer getränktes 

Whatman-Papier (Blotter Paper, Hoefer No. TE46, AMERSHAM BIOSCIENCES) 

gelegt. Auf die Membran wurde luftblasenfrei das Gel mit einer weiteren Lage 

Whatman-Papier platziert.  

 

Transferpuffer: 122 g Glycin

 15,15 g Tris

 1000 ml Methanol

 ad 5000 ml H2O

 

Einerseits wurde der Transfer in einer HOEFER Blotkammer (HOEFER Tank 

Transphor Unit, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) für 10-16 h bei einer 

konstanten Spannung von 26 V durchgeführt. Andererseits wurde eine BIORAD-Blot-

kammer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BIORAD) verwendet. Dabei 

wurde für 1 h eine Spannung von 100 V angelegt. 

Anschließend wurde die Membran nach vorangegangenen Waschschritten (3 x 50 ml 

TBST-Puffer) für 1 h mit 100 µg ConA (in 20 ml TBST-Puffer) bei 20-22°C inkubiert. 

Überschüssiges, nicht gebundenes Lektin wurde durch Waschschritte (5 x 100 ml 

Wasser) entfernt. Anschließend wurde der Blot so lange mit Entwickler unter Licht-

ausschluss inkubiert (max. 15 min), bis deutliche Banden zu erkennen waren. Zum 

Stoppen der Reaktion wurde einmal mit Wasser (100 ml) gewaschen. 
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TBST-Puffer: 150 mM NaCl

 20 mM Tris, pH 7,50

 0,1 mM MnCl2

 0,1 mM CaCl2

 0,1% (v/v) Tween 20/H2O

 

Lektin: POD-konjugiertes ConcanavalinA aus Canavalia 

ensiformis (SIGMA); erkennt spezifisch ter-

minale α-D-Mannose- und (geringer) α-D-Glu-

cose-Reste [327] 

 

Entwickler: 7 ml 4-Chloro-1-Naphthol (3 mg ml-1

Methanol)

 39 ml H2O

 2 ml 0,2 M Tris, pH 7,50

 20 µl 30% Wasserstoffperoxid

3.3.3 BCA-Mikro-Assay zur Proteinbestimmung 

[328;329] 

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der isolierten Fraktionen (siehe 4.2; 4.2.1; 4.2.2; 

4.3; 4.4) wurde eine Bicinchoninsäure (BCA)-Mikro-Bestimmung durchgeführt. Das 

Prinzip besteht darin, dass bei der Reaktion von Proteinen mit Cu2+ in alkalischer 

Lösung Cu2+ zu Cu+ reduziert wird (Biuret-Reaktion), das seinerseits mit Bicinchonin-

säure unter Bildung eines violetten Farbkomplexes reagiert, dessen Absorptions-

maximum bei 562 nm liegt. Die Nachweisgrenze liegt bei 1 µg Protein. 

Zu je 10 µl Probe unterschiedlicher Konzentration (in Verdünnungsreihe) wurden in 

einer Mikrotiterplatte 200 µl Reagenz (PIERCE) pipettiert. Als Standard diente eine 

Eichreihe von Rinderserum-Albumin (BSA, PIERCE) mit Konzentrationen von 2,5 bis 

20 µg. Nach Inkubation bei 37°C für 1 h wurde die Farbstoffbildung in einem Mikro-

platten-Lesegerät bei einer Wellenlänge von 550 nm gemessen. Ein Referenzfilter 

erzeugte monochromatisches Licht von 630 nm Wellenlänge, dessen Extinktion auto-

matisch von der Extinktion bei 550 nm subtrahiert wurde, um Artefakte zu eliminieren. 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 63

3.3.4 Neutralzuckeranalyse 

[330;331] 

Zum Nachweis bzw. zur Quantifizierung neutraler Monosaccharide wurden die zu 

untersuchenden Substanzen hydrolysiert, reduziert, peracetyliert und anschließend gas-

chromatographisch analysiert. 

Neben einem Blindwert, zur Überprüfung der Reinheit der Reagenzien, und einer 

Positiv-Kontrolle mit bekannter Zuckerzusammensetzung (LPS aus Salmonella 

enterica, sv. Minnesota, Stamm R345), wurden 100 µg der zu analysierenden 

Substanzen in einem 1ml-Probenglas mit 150 µl einer 2 M Trifluoressigsäure für 2 h bei 

120°C hydrolysiert und anschließend evaporiert. Als interner Standard wurden 20 nmol 

Allose hinzugegeben und erneut evaporiert. Die Zucker wurden nach Zugabe von 

150 µl 0,3 M Natriumbordeuterid für 16 h bei 20-22°C unter Lichtausschluss reduziert. 

Durch tropfenweise Zugabe von 2 M Salzsäure wurde das überschüssige Bordeuterid 

zerstört. Anschließend wurden die Proben evaporiert und dreimal mit 0,5 ml 5% (v/v) 

Essigsäure/Methanol gewaschen. Zur Peracetylierung wurde 100 µl wasserfreies Acet-

anhydrid hinzugegeben und bei 85°C für 15 min inkubiert. Anschließend wurden die 

Reagenzien unter Stickstoffstrom verblasen und durch Zugabe von 100 µl destilliertem 

Pyridin und 50 µl wasserfreiem Acetanhydrid erneut bei 85°C für 30 min peracetyliert. 

Nach erneutem Trocknen unter Stickstoff wurden die Proben dreimal mit ca. 150 µl 

Chloroform in ein konisches (200µl-) Probenglas überführt und unter Stickstoffstrom 

getrocknet. Anschließend wurden die Proben in einem definierten Volumen (20 µl) 

Chloroform aufgenommen. Jeweils 1 µl wurde in den Gaschromatographen injiziert 

(siehe 3.3.4.1). 

3.3.4.1 Gaschromatographie (GLC) der Alditolacetate und acetylierten 

Methylglycoside 

Die gaschromatographischen Trennungen der Alditolacetate (siehe 3.3.4) und 

acetylierten Methylglycoside (siehe 3.3.5) wurden an einem HEWLETT-PACKARD 

GASCHROMATOGRAPH 438A mit einem Flammenionisationsdetektor und einer 

Poly-(5%-diphenyl-95%-dimethyl)-siloxan SPB-5-Kapillarsäule (30 m x 0,32 mm, 

Schichtdicke: 0,25 µm, SUPELCO) durchgeführt. Als Trägergas diente Wasserstoff mit 

einem Druck von 60 kPa. Peaks wurden durch den Integrator CHROMATOPAC C-
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R3A (SHIMADZU) dokumentiert. Für das Temperaturprogramm wurden folgende 

Parameter gewählt: Nach 3 min wurde die Starttemperatur von 150°C um 3°C min-1 

erhöht, bis die Endtemperatur von 300°C erreicht wurde. 

Die Identifizierung der Zucker erfolgte über den Vergleich der Retentionszeiten zu 

einem zuvor injizierten Standardgemisch aus vier Pentosen, vier Hexosen und einer 

Heptose. Die Quantifizierung wurde durch Vergleich der Peakflächen zu dem internen 

Standard Allose durchgeführt. 

3.3.4.2 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GLC-MS) der Alditol-

acetate und acetylierten Methylglycoside 

Die massenspektrometrischen Analysen der Alditolacetate (siehe 3.3.4) und acetylierten 

Methylglycoside (siehe 3.3.5) im Anschluß an die Gaschromatographie wurden an 

einem HEWLETT-PACKARD-Massenspektrometer (HP 5989 A) durchgeführt. Die 

Trennung erfolge auf einer HP-5MS-Kapillarsäule mit Helium als Trägergas bei einem 

Säulenvordruck von 10 psi. 

Die EI (Elektronenstoßionisations-)-Spektren wurden bei 70 eV aufgenommen [332]. 

Für die CI (chemische Ionisations-)-Spektren wurde als Reaktandgas Ammoniak 

verwendet. Die Temperatur der Ionenquelle betrug 200°C. Für das Temperatur-

programm der gaschromatographischen Trennung wurden folgende Parameter gewählt: 

Nach 3 min startete der Gradient von der Initialtemperatur von 150°C mit 5°C min-1 auf 

die Endtemperatur von 320°C. 

3.3.5 Methanolyse 

Zur Detektion von Neutralzuckern und Uronsäuren wurden in einem Schmelzröhrchen 

jeweils 100 µg der zu analysierenden Substanz (siehe 4.3; 4.4) in 500 µl 2 M 

methanolische Salzsäure gelöst. Das Röhrchen wurde zugeschmolzen und bei 85°C für 

16 h inkubiert. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch in ein 10 ml-Glasgefäß 

überführt und evaporiert. Die Peracetylierung wurde wie in 3.3.4 beschrieben 

durchgeführt. Die acetylierten Methylglycoside wurden durch GLC (siehe 3.3.4.1) 

getrennt und anschließend durch GLC-MS (siehe 3.3.4.2) identifiziert. 
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3.3.6 Methylierungsanalysen 

Zur Bestimmung der Zuckersequenzen der isolierten Polysaccharide (siehe 4.3; 4.4.1) 

wurden Methylierungsanalysen durchgeführt. Die Methylierung erfolgte nach der von 

Ciucanu und Kerek entwickelten Methode [333]. 

Dazu wurden jeweils 100 µg lyophilisierte Probe in 500 µl wasserfreiem Dimethyl-

sulfoxid (DMSO, destilliert und über Molekularsieb [4 Å] gelagert) gelöst. Parallel dazu 

wurde ein Blindwert mitgeführt, und als Positiv-Kontrolle und zur Überprüfung von 

Untermethylierungen diente Glycogen (AMBION) als Polysaccharid von bekannter 

Struktur. 

5 mg Natriumhydroxid (trocken, gemörsert) wurden hinzugegeben, das Gefäß mit 

einem Magnetstäbchen versehen und verschlossen. Nach 15 min Rühren bei 20-22°C 

wurden 500 µl Methyljodid (bzw. Methyljodid-d3) hinzugegeben und 1 h gerührt. Über-

schüssiges Methyljodid wurde unter Stickstoffstrom verblasen. Anschließend wurde 

unter Rühren zunächst tropfenweise 7 ml Wasser hinzugegeben, und die (partiell) 

methylierten Polysaccharide wurden dreimal mit jeweils 2 ml Chloroform extrahiert. 

Die organischen Phasen wurden vereinigt, unter Stickstoffstrom eingedampft und erneut 

in DMSO gelöst. Die gesamte Methylierung wurde zweimal wiederholt. 

Das Reaktionsprodukt wurde, wie in 3.3.4 beschrieben, hydrolysiert, reduziert, sowie 

peracetyliert und anschließend gaschromatographisch aufgetrennt (siehe 3.3.4.1) und 

massenspektrometrisch (siehe 3.3.4.2) analysiert. 

3.3.6.1 Methylierungsanalysen nach Derivatisierung 

Es wurde auf verschiedene Weise getestet, Substanzen vor der Methylierung zu 

desulfatieren. Einerseits wurden dazu 100 µg der lyophilisierten Proben (siehe 4.4.1) 

mit 500 µl Methanol und 5 µl einer 2 M methanolischen Salzsäure versetzt. Nach 

kurzzeitiger Ultraschall-Behandlung wurde tropfenweise Diazomethan bis zur Gelb-

färbung zugegeben. Anschließend wurde die Probe unter Stickstoffstrom getrocknet. 

Andererseits wurde eine Dioxan-Solvolyse [334] durchgeführt. Dazu wurde die Probe 

20 min bei 100°C mit wasserfreiem 1,4-Dioxan inkubiert. Anschließend wurde der 

Ansatz evaporiert. 

Alternativ wurde zur Desulfatierung eine milde Methanolyse durchgeführt. Dazu wurde 

die getrocknete Probe für 16 h bei 20-22°C in 500 µl 20 mM methanolischer Salzsäure 
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inkubiert. Nach Trocknung unter Stickstoffstrom wurde zur vollständigen Entfernung 

der Salzsäure die Probe wiederholt mit 500 µl Methanol versetzt und erneut getrocknet. 

Schließlich wurde die Probe, wie in 3.3.6 beschrieben, methyliert und weiter 

derivatisiert. 

3.3.7 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Pentosen und Hexosen 

[335] 

Enantiomere Glycoside ohne chiralem Element können durch GLC nicht voneinander 

getrennt werden. Jedoch führt die Umsetzung mit (R)- oder (S)-2-Butanol zu optisch 

aktiven Diastereomeren mit unterschiedlichem chemischen und spektroskopischen 

Verhalten. Peracetylierte (S)-2-Butylglycoside können damit nach GLC aufgrund ihrer 

Retentionszeiten mit Standards verglichen werden, um auf diese Weise die absolute 

Konfiguration zu bestimmen. 

Zur Bestimmung der D- bzw. L-Konfiguration der Zuckermonomere in den isolierten 

Polysacchariden wurden diese zunächst durch Methanolyse in ihre Methylglycoside 

überführt, anschließend mit (S)-2-Butanol umgesetzt und schließlich peracetyliert. 

Dazu wurden jeweils 200 µg der isolierten Polysaccharide (siehe 4.3) in 10 ml-

Ampullen gegeben und unter Vakuum getrocknet. Nach Zugabe von 500 µl 2 M 

methanolischer Salzsäure wurden die Ampullen in der Flamme zugeschmolzen und das 

Reaktionsgemisch bei 85°C für 16-22 h inkubiert. Die erhaltenen Methylglycoside 

wurden mit Methanol in 10 ml-Glasgefäße überführt und unter Stickstoffstrom 

getrocknet. Zur Überprüfung der Reaktion wurden die Reaktionsprodukte  wie in 3.3.4 

beschrieben peracetyliert und gaschromatographisch aufgetrennt (siehe 3.3.4.1). Nach 

Trocknung unter Stickstoffstrom wurden die Methylglycoside anschließend in ihre 

entsprechenden (S)-2-Butylglycoside durch Zugabe von 200 µl frisch angesetztem 2 M 

(S)-2-Butanol/HCl (172 µl Butanol + 28 µl Acetylchlorid2) überführt. Nach Inkubation 

bei 60°C für 16-22 h wurden die Reaktionsprodukte unter Stickstoffstrom getrocknet 

und anschließend wie in 3.3.4 beschrieben peracetyliert. Die acetylierten Butylglycoside 

wurden durch Vergleich zu authentischen Standards durch GLC (siehe 3.3.4.1) 

identifiziert. 

                                                 
2 Die Reaktion wurde für 10 min bei 0°C durchgeführt. 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 67

3.3.8 Phosphatbestimmung 

[336] 

Der Gehalt organischen Phosphats wird durch die Differenz des Gesamtphosphat-

gehaltes und der Menge anorganischen Phosphats ermittelt. 

Von den zu analysierenden Substanzen (siehe 4.3) wurden Stammlösungen von 

5 mg ml-1 hergestellt. Als Standard diente 5 mM Dinatriumhydrogenphosphat 

hergestellt. Die Blindwerte (Wasser), sowie die Proben (2 µl, 4 µl, und 8 µl) und 

Standards (2 µl, 4 µl, 6 µl, 8 µl und 10 µl) wurden in Schmelzröhrchen unter Vakuum 

getrocknet. Die Blindwerte wurden als Dreifachbestimmung, die Proben und Standards 

in Doppelbestimmungen angesetzt. Jeweils 100 µl des Aufschlussreagenz’ wurden 

hinzugegeben. Nach Inkubation bei 100°C für 1 h wurden die Proben bei 165°C für 

weitere 2 h hydrolysiert. Nach Abkühlen auf 20-22°C wurden diese im Eisbad auf 0°C 

gebracht. Nach Zugabe von je 1 ml des Farbreagenz’ wurden die Reaktionsgemische bei 

37°C für 1,5 h inkubiert. Zur Quantifizierung wurde die Extinktion bei 820 nm in einem 

Photometer (KONTRON, UVIKON 931) gemessen. 

 

Aufschlussreagenz: 6,7 ml 70% (v/v) Perchlorsäure/H2O

 30,6 ml konzentrierte Schwefelsäure

 ad 100 ml H2O

 

Farbreagenz: 1,0 ml 1 M Natriumacetat 

 1,0 ml 2,5% (w/v) Ammoniumhepta-

molybdat/H2O

 7,0 ml H2O, mischen bei 0°C

 1,0 ml 10% (w/v) eisgekühlte 

Ascorbinsäure/H2O

 

Da für die analysierte Substanz kein Gesamtphosphat nachgewiesen wurde (siehe 4.3), 

wurde auf die Messung des anorganischen Phosphats verzichtet. 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 68 

3.3.9 Fourier-Transform Infrarot- (FTIR-) Spektroskopie 

[337] 

Die Infrarot-spektroskopischen Messungen wurden an einem IFS-55 Spektrometer 

(BRUKER) unter Verwendung der ATR (abgeschwächte Totalreflexion) -Technik 

durchgeführt. Vor der Messung wurden sowohl die Standards als auch die Proben (siehe 

4.3) in 20 mM Hepes durch mehrmalige Temperaturzyklen zwischen 5 und 70°C homo-

genisiert, anschließend auf einen ZnSe-Kristall gegeben und im Stickstoffstrom 

eingeengt. Die Proben wurden in eine geschlossene Küvette platziert, die anschließend 

durch Wasserdampf gesättigt wurde. 

Die Signalerfassung erfolgte mit einem Quecksilber-Cadmium-Tellur-Detektor und 

wurde über 1000 Scans gemittelt. Die Spektren wurden bei einer Auflösung von 

2 Wellenzahlen cm-1 aufgenommen. Die Messungen wurden bei 28°C durchgeführt. 

3.3.10 Sulfatnachweis mittels analytischer Anionenaustausch-Chromatographie  

Der Nachweis von Sulfat wurde an einer HPLC-Anlage (siehe 3.2.7.1) auf einer 

analytischen Anionenaustausch-Säule GYNKOCHROM AX-5i (120 x 4,6 mm, 

GYNKOTEC) gebracht. Als Lösungsmittel wurde 1,5 mM Natrium-Phthalat, pH 5,8 bei 

einer Flussrate von 1,5 ml min-1 gewählt. 

Zur Abspaltung des Sulfatrestes wurden jeweils 10 µg der Proben (siehe 4.3) zuvor mit 

100 µl einer 2 M Salzsäure bei 100°C für 1 h hydrolysiert und anschließend mehrmals 

evaporiert. Die Detektion erfolgte durch UV-Absorption bei 280 nm. Die Identifikation 

des Sulfates erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeit zu einem externen 

Anionen-Standard aus Natriumsulfat und Dinatriumhydrogenphosphat (je 25 nM). Zur 

Kontrolle wurden 10 µg der unhydrolysierten Probe, 25 nM Glucose-6-Sulfat (unter 

denselben Bedingungen hydrolysiert sowie nicht hydrolysiert), sowie als Blindwert nur 

das Laufmittel injiziert. Die Injektionsvolumina betrugen jeweils 5 µl. 

3.3.11 Sulfatnachweis mittels Bariumchlorid 

Der Sulfatnachweis wurde nach einer modifizierten in der Literatur beschriebenen 

Methode  [338] durchgeführt. 
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Alle verwendeten Lösungen wurden in einer Konzentration von 10 µg µl-1 angesetzt. 

0,5 µl einer Bariumchlorid-Lösung wurden auf ein Filterpapier (Blotter Paper, Hoefer 

No. TE46, AMERSHAM BIOSCIENCES) vorgelegt. Anschließend wurden 0,5 µl einer 

frisch angesetzten und filtrierten Natrium-Rhodizonat-Lösung hinzugegeben. Zum 

Ansäuern wurden ebenfalls 0,5 µl einer 0,5 M Salzsäure hinzugefügt. Auf dieses 

Reaktionsgemisch von leuchtend roter Färbung wurden anschließend sowohl Standards 

als auch die zu testenden Substanzen 0,5 µl-weise gegeben. Mit Verschwinden der roten 

Färbung wurde Sulfat nachgewiesen. 

Als Standardsubstanz wurde Dextransulfat (SIGMA) eingesetzt. Zur Freisetzung von 

Sulfatgruppen wurden sowohl die Proben (siehe 4.3) als auch die Standard-Substanzen 

durch Inkubation von 2 M Salzsäure bei 100°C für 1 h hydrolysiert. Nach Evaporation 

wurden die zu testenden Substanzen zur vollständigen Elimination von Salzsäure zwei-

mal in Wasser aufgenommen und erneut evaporiert. 

3.3.12 Massenspektrometrie 

3.3.12.1 Matrix-Assisted Laser-Desorption/Ionization-Time-of-Flight Mass 

Spectrometry (MALDI TOF-MS) 

[339;340] 

MALDI TOF-MS-Analysen wurden mit einem Flugzeit-Massenspektrometer Bruker-

Reflex III (BRUKER-DALTONICS) im Reflektor- oder linearen (LIN) Modus durch-

geführt. Die Ionen wurden mit einer Spannung von 20 kV unter Anwendung der Post 

Source Decay beschleunigt. Die Proben (siehe 4.4.1) wurden in sterilem Wasser (Aqua 

B. Braun) mit einer Konzentration von 5-10 µg µl-1 gelöst und - wenn nötig - durch 

Ionenaustauscherharz (AMBERLITE IR-120, MERCK) von störenden Kationen (Na+, 

K+) befreit. Jeweils 0,5 µl der zu messenden Substanz wurde vorgelegt und 

anschließend 1:1 mit Matrixlösung auf dem Target gemischt. Dabei wurden folgende 

Matrizes getestet: 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) [341], 2,4,6-Trihydroxyaceto-

phenon (THAP) [342] und 3-Aminoquinolin. Die Spektren wurden im negativen bzw. 

positiven Ionenmodus aufgenommen. Die Massenskala wurde mit Hilfe von 

vergleichbaren chemischen Substanzen bekannter Massen extern kalibriert. 
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3.3.12.2 Electrospray-Ionization Fourier-Transform-Ion-Cyclotron-

Resonance-Mass Spectrometry (ESI FT-ICR MS) 

ESI FT-ICR-MS wurde an einem APEX II (BRUKER DALTONICS) im positiven 

Ionenmodus durchgeführt. Das Gerät ist mit einem 7-Tesla-Magneten und einer 

APOLLO Ionenquelle ausgestattet. Die zu analysierenden Substanzen (siehe 4.4.1) 

wurden in einer Konzentration von 10 µg µl-1 in einer 50:50:0,03 (v/v/v) Mischung aus 

2-Propanol, Wasser und 30 mM Ammoniumacetat, pH 4,70 gelöst und mit einer Fluss-

rate von 2 µl min-1 versprüht. Die Gastemperatur wurde auf 150°C gesetzt. Die 

Kapillar-Exit-Spannung bei Messungen unter Anwendung der Capillary Skimmer 

Dissociation (CSD) betrug 250 V. 

3.3.13 Kernspin-Resonanz-Spektroskopie (NMR) 

Mit einem BRUKER DRX AVANCE 600 MHz Spektrometer wurden NMR-

Experimente wurden unter Verwendung der Standardsoftware (BRUKER) durch-

geführt. Für 1H-NMR-Experimente lagen die Arbeitsfrequenzen bei 600,31 MHz, für 
13C-NMR-Experimente bei 150,96 MHz. Die Proben wurden wiederholt in 500 µl D2O 

(99,9%) aufgenommen und lyophilisiert (Lyovac GT 2 E, FINN-AQUA). Zur Messung 

wurden die Proben (siehe 4.4.1) in 500 µl D2O (99,99%) gelöst. Alle ein und zwei-

dimensionalen Spektren wurden bei 27° C aufgenommen. Chemische Verschiebungen 

sind relativ zu Aceton (δH: 2,225; δC: 31,45) als internen Standard in ppm angegeben. 

COSY-, TOCSY-, NOESY- und ROESY-Spektren wurden mit Datensätzen (t1 x t2) 

von 512 x 2048 Punkten aufgenommen. TOCSY- und NOESY-Experimente wurden 

phasensensitiv mit Mischzeiten von 100 ms bzw. 200 ms durchgeführt. Heteronukleare 

zweidimensionale 1H-13C-Korrelation wurde durch HMQC- und HMBC-Experimente 

mit Datensätzen von 256 x 2048 Punkten bestimmt. 

Für homo- und heteronukleare Korrelationsexperimente wurden 128 Scans addiert. 

Nach Abschluss aller NMR-Messungen wurden die Proben lyophilisiert und zum 

Protonenaustausch zweimal in Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Für 

weitere chemische Analysen wurden davon wässrige Stammlösungen (5 mg ml-1) her-

gestellt und diese zunächst bei -20°C gelagert. 
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3.3.14 Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) 

3.3.14.1 TNF-α-ELISA 

3.3.14.1.1  TNF-α-ELISA mit Überständen stimulierter Mauszellen 

Murine Knochenmarksmakrophagen wurden aus 8 bis 10 Wochen alten C57BL/6 

Mäusen (CHARLES RIVER) gewonnen. Aus den getöteten Mäusen wurden aus beiden 

Hinterbeinen Ober- und Unterschenkelknochen frei präpariert und abgetrennt. Die 

eröffneten Knochenmarkshöhlen wurden mit Medium (Dulbecco’s Medium, 10% FCS, 

1% L-Glutamin, 1% Hepes, 1% Natriumpyruvat) durchspült und das Knochenmark 

aufgefangen. Die Zellen wurden bei 4°C und 160 × g (Rotanta 460 R, HETTICH) für 

10 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zu dem Zellpellet wurden 5 µl 

(500 ng) MCSF hinzugegeben. Die resuspendierten Zellen wurden in eine Petrischale 

(NUNC) überführt und bei 37°C/5% CO2 für 16-22 h bebrütet. Der Überstand mit nicht-

adhärenten Vorläuferzellen wurde abgenommen, abzentrifugiert und mit frischem 

Medium unter Zusatz von 5 µl MCSF (500 ng) in unbeschichtete Petrischalen überführt. 

Unter Mediumwechsel wurden die Zellen zur Ausdifferenzierung 5 d bei 37°C/5% CO2 

inkubiert. Die Adhärenz der Makrophagen wurde durch Zugabe von 5 ml Accutase 

(Accutase II, PAA) aufgehoben. Die Zellen wurden geerntet, in definierter Zellzahl 

ausgesät und für 16-22 h bei 37°C/5% CO2 bebrütet. 

Jeweils 106 Knochenmarksmakrophagen pro ml wurden mit den isolierten ConA-

positiven und -negativen Polysacchariden sowie mit LPS aus Salmonella enterica sv. 

Friedenau Stamm H909 und ganzen Zellen von M. avium Stamm SE01 als Positiv-

Kontrollen stimuliert. Dabei wurden die Zellen mit jeweils 1 µg ml-1 und 10 µg ml-1 der 

mykobakteriellen Polysaccharide (siehe 4.4.1), 10 ng ml-1 LPS oder mit M. avium in 

einer MOI von 3 pro Zelle bei 37°C/5% CO2 für 24 h kokultiviert. Als Negativ-

Kontrolle wurden die Makrophagen nur mit PBS kultiviert. Die Überstände wurden 

entnommen, und die Messung der TNF-α-Konzentration wurde in einem Sandwich-

ELISA (DuoSet mouse TNF-α/TNFSF1A, R&D SYSTEMS) nach Angaben des 

Herstellers durchgeführt. Dabei wurden Mikrotiterplatten (Maxisorp, NUNC) zunächst 

mit einem Ziege-anti-Maus-TNF-α-Antikörper beschichtet. Die Überstände stimulierter 

Zellen wurden zur Bindung von TNF-α an den Antikörper auf die gecoateten Platten 

gegeben. Zur Detektion wurde ein zweiter biotinylierter Ziege-anti-Maus-TNF-α-
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Antikörper eingesetzt. Nach Zugabe von Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem 

Streptavidin und Substrat (Mischung aus Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) 

wurde anschließend die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 450 nm in einem 

Mikroplatten-Lesegerät (TECAN Sunrise) gemessen. Aus der optische Dichte wurde 

anhand einer Eichkurve, die mit E. coli exprimiertem rekombinanten Maus-TNF-α 

erstellt wurde, die Konzentration an TNF-α ermittelt. 

3.3.14.1.2  TNF-α-ELISA mit Überständen stimulierter Humanzellen 

Mononukleäre Zellen (MNC) wurden aus Citratblut gesunder Spender durch Dichte-

gradientenzentrifugation (Biocoll, Separating Solution, BIOCHROM) gewonnen. Aus 

diesen MNC wurden durch Elutriation Monozyten isoliert, die auf 1 x 106 Zellen ml-1 

RPMI-1640-Medium (5% fötales Kälberserum, 100 U ml-1 Penicillin, 100 µg ml-1 

Streptomycin) konzentriert wurden. Durch Zugabe von jeweils 250000 U ml-1 GM-CSF 

und IL-4 wurde die Differenzierung zu dendritischen Zellen induziert. An Tag 5 wurden 

die Zellen geerntet. 106 Zellen ml-1 wurden mit jeweils 10 µg ml-1 der mykobakteriellen 

Polysaccharide (siehe 4.4.1) bei 37°C/5% CO2 für 18 h stimuliert. Als Referenz-

Stimulus wurde LPS aus S. enterica sv. Minnesota Stamm HL 150 eingesetzt. Als 

Negativ-Kontrolle wurden unreife dendritische Zellen verwendet. 

In den Überständen dieser stimulierten Zellen wurden die Konzentrationen an frei-

gesetztem TNF-α durch einen Sandwich-ELISA gemessen. Dieser wurde gemäß den 

Angaben des Herstellers (Ready Set go, Human TNF-α-ELISA, eBIOSCIENCES) 

durchgeführt. Als Standard wurde rekombinantes TNF-α eingesetzt. 

Dieselben Überstände wurden verwendet, um die Konzentrationen an IL-10 (siehe 

3.3.14.3.2) und IL-12 (siehe 3.3.14.4) zu ermitteln. 

3.3.14.2  IFN-γ ELISA 

Überstände von humanen mononukleären Zellen (siehe 3.3.15.2), die mit BCG sowie 

mit mykobakteriellen ConA-positiven und -negativen Polysacchariden (siehe 4.4.1) 

stimuliert wurden, wurden nach Tag 7 auf das Vorhandensein von IFN-γ hin untersucht. 

Zur Stimulation wurden dabei lyophilisierte M. bovis Zellen des Stammes BCG mit 

einer MOI von 0,04 Zelle-1 (entspricht 1 Zelle auf 0,04 lebende BCG-Keime) eingesetzt. 

Nach der Stimulation handelt es sich damit um BAK (BCG-aktivierte Killerzellen). Von 

den mykobakteriellen Polysacchariden wurden jeweils 10 µg und 40 µg verwendet. Der 
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Nachweis wurde mit einem anti-human-IFN-γ ELISA-Kit gemäß den Angaben des 

Herstellers (eBIOSCIENCES) durchgeführt. 

3.3.14.3 IL-10-ELISA 

3.3.14.3.1  IL-10-ELISA mit Überständen stimulierter Mauszellen 

In Überständen von stimulierten Knochenmarksmakrophagen (siehe 3.3.14.1.1) wurden 

die Konzentrationen an IL-10 gemessen. Dazu wurde ein Sandwich-ELISA (BD 

OptEIA Set Mouse Il-10, BD BIOSCIENCES) gemäß den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Es handelt sich dabei um ein Detektionssystem auf Biotin-Streptavidin-

Basis (siehe 3.3.14.1). Zur Beschichtung der Platten (Maxisorp, NUNC) wurde ein anti-

Maus-IL-10- und als Detektions-Antikörper ein biotinylierter anti-Maus-IL-10-Anti-

körper eingesetzt. Als Enzym-Reagenz wurde Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes 

Streptavidin verwendet. Als Standard diente rekombinantes Maus-IL-10. 

3.3.14.3.2  IL-10-ELISA mit Überständen stimulierter Humanzellen 

In Überständen humaner dendritischer Zellen, die mit den isolierten Polysacchariden 

stimuliert wurden, (siehe 3.3.14.1.2) wurde der Gehalt an IL-10 bestimmt. Dazu wurde 

ein Sandwich-ELISA-Kit (Ready Set go, Human IL-10-ELISA, eBIOSCIENCES) nach 

Angaben des Herstellers verwendet. Als Referenz zur Erstellung der Eichgerade diente 

rekombinant hergestelltes IL-10. 

3.3.14.4 IL-12-ELISA 

In Überständen stimulierter humaner dendritischer Zellen (siehe 3.3.14.1.2) wurden die 

Konzentrationen an IL-12 gemessen. Es wurde ein Sandwich-ELISA-Kit (Ready Set go, 

Human IL-12-ELISA, eBIOSCIENCES) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Als 

Standardsubstanz diente rekombinantes IL-12. 
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3.3.15 Zytotoxizitäts-Tests 

3.3.15.1 Zellkultur der Tumor-Zelllinie T-24 

Bei der humanen Blasentumor-Zelllinie T-24 handelt es sich um einen papillären Tumor 

im Stadium T1 und vom Differenzierungsgrad G3. Die Zelllinie zeigt den Phänotyp 

eines wenig differenzierten Harnblasenkarzinoms. 

Die Zellen wurden bei 37°C/5% CO2 in RPMI-1640-Medium (PAA LABORATORIES) 

unter Zusatz von 10% FCS (LINARIS), 1% Glutamat, 100 U ml-1 Penicillin und 100 µg 

ml-1 Streptomycin kultiviert. 

3.3.15.2  Isolierung und Stimulation humaner mononukleärer Zellen aus 

peripherem Blut 

Mononukleäre Zellen wurden aus heparinisiertem Vollblut gesunder Spender durch 

diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll Separating Solution, BIO-

CHROM) gewonnen und auf 106 Zellen ml-1 RPMI-1640-Medium (5% Humanserum, 

100 U ml-1 Penicillin, 100 µg ml-1 Streptomycin) konzentriert. Neben BCG (siehe 

3.3.14.2) und PBS (100 µl) wurden ConA-positive und -negative mykobakterielle Poly-

saccharide (siehe 4.4.1) in den Konzentrationen 10 µg ml-1 und 40 µg ml-1 

hinzugegeben. Die Zellen wurden für 7 d in 6-Well-Mikrotiterplatten bei 37°C/5% CO2 

kultiviert. In den Überständen wurden die Konzentrationen an IFN-γ (siehe 3.3.14.2) 

bestimmt. Der Effekt dieser stimulierten Zellen auf markierte Tumorzellen wurde in 

einem Chromat-Assay (siehe 3.3.15.3) ermittelt. 

3.3.15.3  Chromat-Assay 

Zur Messung der Zytotoxizität der stimulierten Effektorzellen gegen [51Cr]-markierte 

Tumorzellen wurde die Freisetzung von Radioaktivität nach Zelllyse gemessen.  

Die Zielzellen (siehe 3.3.15.1) wurden geerntet, gewaschen und nach Überprüfung der 

Viabilität mit 50 µCi Na2
51CrO4 (HARTMANN) pro 106 Zellen für 1,5 h bei 37°C 

markiert, gewaschen und resuspendiert (5 x 104 Zellen ml-1). 
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Die Effektorzellen (siehe 3.3.15.2) wurden geerntet und mit Effektor-Zielzell-

Verhältnissen von 40:1, 20:1 und 10:1 zu einem Endvolumen von 100 µl der Zielzellen 

gegeben. 

Durch Zugabe von jeweils 100 µl Medium wurde die spontane Freisetzung an Radio-

aktivität (Rspo) bestimmt. Die maximale Freisetzung an Radioaktivität wurde durch 

Zugabe von jeweils 100 µl Lyselösung erreicht (Rmax). Die Freisetzung an Radio-

aktivität, die durch die Effektorzellen hervorgerufen wird (Reff), wurde in Triplikaten 

gemessen. Der Gehalt an Radioaktivität im Überstand wurde in einem Gamma-Counter 

(BERTHOLD) nach 5 h Inkubation bei 37°C/5% CO2 gemessen. 

 

Die spezifische Lyse wurde durch folgende Berechnung bestimmt: 

 

100
RR
RR[%]Lyseespezifisch

spomax
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⋅

−
−

=  

3.3.15.4 Apoptose-Assay 

Humane Monozyten (siehe 3.3.14.1.2) sowie Zellen der humanen Tumorzelllinie THP1 

(Zelllinie der akuten myeloischen Leukämie) wurden in 20 ml-FACS-Rörchen (Poly-

styren) auf eine Zellzahl von 2 x 105 ml-1 Medium (RPMI 1640, 10% FCS, 1% L-Gluta-

mat) eingestellt. Die Zellen wurden mit 10 µg ml-1 der ConA-positiven und -negativen 

Arabinomannane aus SmT und SmO für 48 h bei 37°C/0,5% CO2 stimuliert. Als 

Negativ-Kontrollen diente LPS aus Salmonella enterica sv. Friedenau Stamm H909 

(10 ng ml-1). Zur Bestimmung der spontanen Apoptose wurden die Zellen unstimuliert 

eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurde zur Stimulation das hoch toxische Staurosporin 

(200 nM in DMSO) aus Streptomyces (CALBIOCHEM) verwendet. Anschließend 

wurden die Zellen bei 200 x g und 4°C für 10 min (Rotanta 460 R, HETTICH) ab-

zentrifugiert und die Überstände verworfen. Zu dem Pellet wurden pro 100 µl Zell-

suspension 5 µl FCS und 25 µl Caspase 3/7 Substrat (Z-DEVD-R110, PROMEGA) 

hinzugegeben. Die Zellen wurden lichtgeschützt für 30 min bei 37°C/0,5% CO2 

inkubiert. Nach Zugabe von 250 µl FACS-Puffer (0,02% [w/v] Natriumazid/PBS) 

erfolgte die Messung der Lichtstreuung der Zellen bzw. der Fluoreszenz in einem prä-

parativen FACS-Gerät (FACSCalibur, BD BIOSCIENCES). 



MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 

 76 

3.3.16 Limulus Amöbozyten Lysat (LAL)-Test 

[343,344] 

Zur Bestimmung des Endotoxin-Gehalts in den isolierten Polysacchariden wurde ein 

chromogenkinetischer LAL (Limulus-Amöbozyten-Lysat)-Test (COAMATIC Chromo-

LAL) nach Angaben des Herstellers durchgeführt.  
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4. ERGEBNISSE 

4.1 Bakterienanzucht 

In der vorliegenden Arbeit wurden die zwei Morphotypen SmT und SmO des Myco-

bacterium avium Stammes 2151, Serovar 2 (siehe 3.1.2) angezüchtet und zur Isolierung 

und Strukturanalyse von Kapselpolysacchariden herangezogen. 

Die Bakterien wurden auf solidem 7H10-Middlebrook-Nährmedium mit zusätzlicher 

Nitrocellulose-Membran bei 37°C kultiviert (siehe 3.1.3). Abbildung 14a zeigt einen 

Ausschnitt einer Agarplatte mit aufliegender  Nitrocellulose-Membran, auf der Zellen 

des SmT Morphotypen mit charakteristischen flachen glatt-transparenten (siehe 

1.1.3.4.2) Kolonien gewachsen sind. 

 

a b
 

Abbildung 14: Auf Nitrozellulosemembran gewachsene M. avium Kolonien (Stamm 2151, Sero-

var 2, Morphotyp SmT) nach fünf Wochen Kultivierungsdauer (a) mit Nachweis säurefester 

Stäbchen durch Ziehl-Neelsen-Färbung (b). 

Die Zellen wurden auf Middlebrook 7H10-Agar bei einer Wachstumstemperatur von 37°C und einem 

pH-Wert des Mediums von 7,7 angezüchtet. 

Zum Nachweis säurefester Stäbchen wurde nach der Zellernte eine Ziehl-Neelsen-

Färbung (siehe 3.3.1) durchgeführt und diese mikroskopisch begutachtet (siehe 

Abbildung 14b). 

Die Ausbeuten lagen bei beiden gezüchteten Morphotypen durchschnittlich zwischen 

0,5 und 1 g Bakterien-Feuchtmasse pro Platte. Eine Anzucht über eine Dauer von sieben 
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Wochen ergab somit eine Bakterienfeuchtmasse von jeweils rund 150 g des SmT und 

SmO (siehe Tabelle 1). 

4.2 Extraktion von Kapselmaterial 

Im Rahmen eines Vorversuches wurden die Extraktion von Kapselmaterial und die 

weitere Isolierung von Proteinen, Lipoglycanen und Polysacchariden etabliert. 

Die frisch geernteten Zellen (siehe 4.1) beider Koloniemorphotypen, SmT und SmO, 

wurden zur Gewinnung von Kapselmaterial in einer wässrigen 1%igen (w/v) Phenol-

Lösung für 48 h bei 4°C gerührt und anschließend abzentrifugiert (siehe 3.2.2). Eine 

Übersicht über die Extraktion der Zellen und weiteren Aufarbeitung der Extrakte zeigt 

Abbildung 15. 

 

 
Abbildung 15. Extraktionsschema zur Gewinnung von Kapselpolysacchariden aus M. avium 2151 

SmT und SmO. 

Der Überstand (siehe Abbildung 15, II) nach der Phenol-Extraktion und Zentrifugation 

wurde sterilfiltriert, dialysiert und lyophilisiert (siehe 3.2.2). Die Ausbeuten der 

erhaltenen Sedimente (siehe Abbildung 15, I) und Überstände (siehe Abbildung 15, II) 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 79

nach der Phenol-Extraktion wurden bestimmt. Die Sedimente, die die Bakterienzellen 

enthalten, machten durchschnittlich 99% der Feuchtmasse aus. Diese wurden jedoch 

nicht näher untersucht und bei -20°C gelagert. Die Überstände hingegen, die Kapsel-

material enthalten und zur weiteren Aufreinigung verwendet wurden, wurden mit einer 

durchschnittlichen Ausbeute von 1% gewonnen (siehe auch Tabelle 1). 

4.2.1 Ergebnisse der Triton-Extraktion 

Die Lyophilisate aus den Überständen (siehe Abbildung 15, II) nach der Phenol-

Extraktion (siehe 4.2) wurden einer wiederholten Triton-Extraktion unterzogen, um 

hydrophile von lipophilen Substanzen voneinander zu separieren. Es wurden eine 

Wasser- (siehe Abbildung 15, III) und eine Triton-Phase (siehe Abbildung 15, IV) 

erhalten. Um Reste des Detergenz zu entfernen, wurden die erhaltenen Wasser-Phasen 

anschließend dreimal mit Aceton gewaschen und die Triton-Phasen mit Aceton gefällt 

(siehe 3.2.3). 

Die Wasser-Phasen (siehe III, Abbildung 15) sollten Proteine und Kohlenhydrate, die 

Triton-Phasen (siehe IV, Abbildung 15) Lipoglycane und möglicherweise Lipoproteine 

enthalten. Dies wurde im Rahmen eines Vorversuchs, in dem die Triton-Extraktion an 

einem Phenol-Extrakt (siehe 3.2.2) aus M. avium Stamm 104 optimiert wurde, über-

prüft. Dazu wurden die gewaschenen Wasser-Phasen und gefällten Triton-Phasen 

elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.3.2) und mit kombinierter Coomassie- (siehe 

3.3.2.3.1) und PAS-Färbung (siehe 3.3.2.3.3) auf das Vorhandensein von Proteinen und 

Kohlenhydraten hin untersucht. Zusätzlich dazu wurden die Substanzen anschließend 

durch Elektroblotting auf eine PVDF-Membran transferiert. Entwickelt wurde dieser 

Westernblot mit dem Lektin ConcanavalinA (siehe 3.3.2.4), das spezifisch terminale 

α-Mannose- und (geringer) α-Glucose-Reste erkennt [327]. In Abbildung 16 sind das 

SDS-Gel und der Lektin-Blot mit Sedimenten und Überständen der Triton-Phase (siehe 

IV, Abbildung 15) dargestellt. 

Das SDS-Gel (siehe Abbildung 16a) zeigt bei ca. 22, 25, 31, 60 und 66 kDa distinkte 

Proteinbanden in dem Sediment (1b) der Triton-Phase, von denen mindestens die 

Banden bei 60 und 66 kDa ebenfalls in dem Überstand (2b) der Triton-Phase zu finden 

sind. Zusätzlich dazu sind hauptsächlich in dem Sediment (1a, 1b) im mittleren (ca. 30 

bis 40 kDa) und unteren (bis ca. 25 kDa) Molekularmassenbereich diffuse Schmier-
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banden zu erkennen, die teilweise eine positive PAS-Reaktion zeigen. Diese Banden 

sind analog dazu in dem Lektinblot (siehe Abbildung 16b) nachgewiesen. 

 

 
Abbildung 16: SDS-Gel (a) und Lektin-Blot (b) der Sedimente und Überstände nach der Fällung 

der Triton-Phase aus M. avium Stamm 104. 

Die Proben wurden in einem 12%igen Gel (12 cm x 0,75 mm) bei konstanter Spannung von 150 V 

elektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese-Dauer betrug 5 h. Eine Hälfte des Gels wurde mit 

Perjodsäure-Schiff-Reagenz und anschließend mit Coomassie gefärbt (a). Die andere Hälfte wurde für 

einen Westernblot eingesetzt. Die aufgetrennten Substanzen wurden für 10-16 h mit 26 V auf eine PVDF-

Membran transferiert. Der Blot wurde mit 100 µg Lektin (ConA) entwickelt (b). (1a): Sediment nach 

Fällung (50 µg); (2a): Überstand nach Fällung (50 µg); (1b): Sediment nach Fällung (100 µg); (2b): 

Überstand nach Fällung (100 µg); (M): Low Molecular Weight Standard (1:20; 10 µl) mit Hühnereiweiß-

Ovalbumin bei 45 kDa [345] und Hühnereiweiß-Lysozym bei 15 kDa [346] als Lektin-positive Glyco-

proteine. (α1): α1-saures Glycoprotein (5 µg). 

Der Blot zeigt dabei in allen Spuren Lektin-positive breite, diffuse Banden, wie sie für 

homogene Lipoglycane (LAM, LM und PIM) typisch sind [223]. LAM zeigt eine 

Bande zwischen 30 und 45 kDa, LM zwischen 15 und 20 kDa und PIM als kleinstes 

Vorläufermolekül unter 12 kDa. Dabei zeigen die Sedimente (1a, 1b) nach der Fällung 

die zwei- bis dreifache Menge an Lipoglycanen. Zusätzlich zu den diffusen Banden sind 
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zwei distinkte Lektin-positive Banden von ca. 31 kDa ( ) und 33 kDa ( ) im 

Sediment (1a, 1b) nachgewiesen, von denen mindestens eine ebenso - wenn auch 

schwächer- im Überstand (2b) zu erkennen ist. Dabei könnte es sich um Glycolipo-

proteine handeln, da diese einerseits in der Triton-Phase als lipophile Strukturen 

angereichert sind und andererseits durch Lektin detektierte Kohlenhydratanteile 

besitzen. 

Damit konnte gezeigt werden, dass neben Proteinen auch Lipoglycane in der Triton-

Phase angereichert vorliegen. 

Entsprechend des Vorversuchs wurde die Triton-Extraktion der Phenol-Extrakte (siehe 

4.2) aus M. avium Stamm 2151 durchgeführt. 

Dabei betrugen die Ausbeuten der Wasser-Phasen der Triton-Extraktion 33% (SmT) 

und 64% (SmO) des Phenol-Extraktes bzw. 0,2% (SmT) und rund 0,5% (SmO) der 

Bakterienfeuchtmasse (siehe Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Übersicht über die Ausbeuten nach Zellernte, Kapselisolierung, Triton-Extraktion und 

Proteinpräzipitation im Vergleich zwischen SmT und SmO. 

Die Werte beziehen sich auf eine Bakterienanzucht, die nach sieben Wochen Kultivierungsdauer geerntet 

wurde. Die römischen Ziffern kennzeichnen die Extrakte aus Abbildung 15). 

SmT SmO  

absolut relativ absolut  relativ  

Bakterienfeuchtmasse ~ 150 g 100% ~ 150 g 100%

Phenol-Extrakt (II) 0,90 g 0,60% 1,10 g 0,73%

Wasser-Phase nach Triton-Extraktion (III) 0,30 g 0,20% 0,70 g 0,47%

Überstand nach Präzipitation, Verdau und 

Entsalzung (V) 

91 mg 0,06% 214 mg 0,14%

 

4.2.2 Ergebnisse der Proteinpräzipitation  

Die Wasser-Phasen (siehe Abbildung 15, III) der Triton-Extraktion (siehe 4.2.1) wurden 

einerseits durch zweimalige Proteinpräzipitation (siehe 3.2.4) und andererseits durch 

einen anschließenden proteolytischen Verdau (siehe 3.2.5) von Proteinen befreit. 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 82 

Die Ausbeuten betrugen 0,06% (SmT) bzw. 0,14% (SmO) der Bakterienfeuchtmasse 

(siehe Tabelle 1). 

 

 

Abbildung 17: SDS-Polyacrylamid-Gel nach Perjodsäure-Schiff- (PAS) und anschließender 

Coomassie-Färbung zum Kohlenhydrat- und Proteinnachweis in Fraktionen aus M. avium SmT 

und SmO. 

Es wurde ein 12%iges Gel von 12 cm x 0,75 mm gegossen. (1): 200 µg Phenol-Extrakt (II, Abbildung 

15); (2): 150 µg Wasser-Phase nach Triton-Extraktion (III, Abbildung 15); (3): 150 µg Triton-Phase nach 

Triton-Extraktion (IV, Abbildung 15); (4): 100 µg Sediment nach Proteinpräzipitation (VI, Abbildung 

15); (5): 100 µg Überstand nach Proteinpräzipitation (V, Abbildung 15). Die Proben wurden jeweils mit 

einem Volumen von 20 µl aufgetragen. (α1): α1-saures Glycoprotein (4 µg); (M): Low Molecular Weight 

Standard (1:20; 10 µl); Die Elektrophorese-Dauer betrug 5 h bei konstanter Spannung von 150 V. 

Zunächst wurde das Gel PAS- und anschließend mit Coomassie gefärbt. 

Abbildung 17 zeigt ein SDS-Gel (siehe 3.3.2) der aufgetrennten Phenol-Extrakte (siehe 

4.2), Wasser- und Triton-Phasen (siehe 3.2.3), sowie Sedimente und Überstände nach 

der Proteinpräzipitation (siehe 3.2.4) aus einem Vorversuch zur Optimierung der Auf-

reinigung von Kapselpolysacchariden aus SmT und SmO. Zur Detektion von Kohlen-
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hydratstrukturen wurde zunächst eine PAS-Färbung (siehe 3.3.2.3.3) durchgeführt. 

Anschließend wurde das Gel zum Nachweis von Proteinen zusätzlich mit Coomassie. 

(siehe 3.3.2.3.1) gefärbt. 

 

Polysaccharide können aufgrund fehlender lipophiler Strukturen nicht mit SDS 

reagieren, so dass in einem SDS-Gel keine Migration möglich ist. Sie verbleiben 

vielmehr im Sammelgel, bzw. diffundieren lediglich in das Trenngel, und können dort 

als diffuse rotgefärbte Banden sichtbar gemacht werden. Das Gel zeigt in allen 

Fraktionen rote diffuse Banden im hohen Molekularmassenbereich. Das Vorhandensein 

von Polysacchariden war damit sehr wahrscheinlich. 

Die Coomassie-Färbung zeigt eine auffällige Bande zwischen 60 und 70 kDa in den 

Spuren (1) bis (4). Es handelt sich dabei nachgewiesenermaßen um Albumin (66 kDa), 

das aus dem OADC-Zusatz des Nährmediums stammt (siehe 3.1.3). Denn in Kapsel- 

und Zellwand-Extrakten aus Bakterien, die auf albuminfreien Nährböden gezüchtet 

werden, tritt diese störende Bande nicht auf. Daher wurde dieses albuminhaltige 

Supplement (OADC) nicht weiterhin verwendet und die Zellen mit Medien auf Pyruvat-

Basis angezogen (siehe 4.4). 

Die Phenol-Extrakte (1) zeigen zahlreiche Proteinbanden verschiedener Molekular-

massen. Im Massenbereich von ca. 100-110 kDa, zwischen 50 und 60 kDa, um 30 kDa, 

26-27 kDa, sowie um 14 kDa zeigt der Phenol-Extrakt aus SmT deutliche distinkte 

Banden, die bis auf eine Bande um 14 kDa ebenso in dem entsprechenden Extrakt aus 

SmO vorhanden sind. Ähnliche Bandenmuster zeigen die Wasser-Phasen nach Triton-

Extraktion (2), wenngleich die entsprechende Spur des SmO schwächere Banden zeigt 

als die des SmT. 

In den Spuren (3) sind die Triton-Phasen aufgetrennt. Während der Extrakt aus SmT, 

abgesehen von geringen Mengen an Albumin, keine sichtbaren Banden zeigt, sind in 

dem des SmO mindestens vier distinkte Proteinbanden um 45 kDa, 34 kDa, 30 kDa und 

bei 26-27 kDa zu erkennen. 

In den Spuren (4) sind die Proteinsedimente nach Präzipitation der Wasser-Phase  (siehe 

III, Abbildung 15) aufgetrennt, die ähnlich den Phenol-Extrakten (1) in allen Molekular-

massenbereichen Banden zeigen. Im Gegensatz zu den Phenol-Extrakten wurde nur die 

Hälfte an Probenmenge der Proteinsedimente eingesetzt, da es sich hier um einen 

Aufreinigungsschritt handelt. 
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In den Spuren (5) sind jeweils 100 µg der Überstände nach der Proteinfällung auf-

getragen. Es sind keine Proteinbanden durch die Coomassie-Färbung sichtbar. Ein Gel, 

das durch Silbernitrat (siehe 3.3.2.3.2) gefärbt wurde, zeigte ähnliche Ergebnisse (Daten 

nicht gezeigt). Es wurden demnach durch die Ammoniumsulfat-Fällung Proteine 

weitestgehend eliminiert. Um eventuell dennoch geringe Mengen an Proteinen zu ent-

fernen, wurde zusätzlich ein proteolytischer Verdau (siehe 3.2.5) dieser Phase 

durchgeführt. Dadurch kann davon ausgegangen werden, dass die Polysaccharid-

enthaltenen Überstände proteinfrei sind. 

4.2.3 Auftrennung der proteinfreien Extrakte durch Gelpermeations-

Chromatographie 

Die Vorversuche zur Aufreinigung von Kapselmaterial haben gezeigt, dass durch 

Triton-Extraktion und Ammoniumsulfat-Fällung Lipoglycane, Proteine und Poly-

saccharide isoliert werden können (siehe Abbildung 15).  

Zur weiteren Aufreinigung der Polysaccharide wurden die proteinfreien Überstände 

nach Präzipitation und proteolytischem Verdau (siehe 4.2.2 und Abbildung 15, V) durch 

Gelpermeations-Chromatographie (siehe 3.2.6) mit Sephadex G-50 nach Molekülgröße 

aufgetrennt. SephadexG-50 trennt globuläre Proteine mit einer Molekularmasse von 

1,5 -30 kDa und Dextrane mit einer Molekularmasse von 0,5 bis 10 kDa [347]. Die 

Trennungen der Extrakte aus SmT und SmO lieferten annähernd identische Elutions-

profile. Es wurden jeweils zwei Saccharid-haltige (siehe 3.2.6) Fraktionen erhalten, 

deren Signale einerseits in dem Ausschlussvolumen von ca. 60 bis 80 ml sowie im 

Trennbereich des Materials von 180 bis 220 ml detektiert wurden. Eine weitere Fraktion 

wurde im niedermolekularen Bereich erhalten, die nachgewiesenermaßen das zur 

Fällung eingesetzte Ammoniumsulfat enthielt (siehe Abbildung 18b). 

Die Saccharid-positiven Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert und weiter unter-

sucht. 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 85

 

Abbildung 18: Gelpermeations-Chromatogramm der proteinfreien Extrakte aus  M. avium SmO 

(a) und SmT (b). 

Die Trennungen wurden mit Sephadex-G-50 als Trennmaterial (3 x 80 cm) bei 20-22°C durchgeführt. Als 

Eluent diente Pyridin/Essigsäure/Wasser (4/10/1000; v/v/v). Es wurde eine Flussrate von 0,5 ml min-1 

gewählt. Die Markierungen unter der Kurve geben an, in welchen Bereichen die Fraktionen vereinigt 

wurden. Fraktion 3 wurde als Salz identifiziert und nicht vereinigt. 
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4.3 Isolierung von Galactansulfaten 

Für Fraktion 1 aus der gelpermeations-chromatographischen Trennung (siehe 

Abbildung 18) aus SmT wurde die Zuckerzusammensetzung durch eine Neutralzucker-

analyse (siehe 3.3.4) sowie durch Methanolyse (siehe 3.3.5) bestimmt. Diese ergab ein 

Verhältnis von Glucose zu Galactose wie annähernd 1:3. Ebenso wurde Galactose in 

furanosidischer Form, Hexuronsäure sowie eine Pentose in geringer Menge 

nachgewiesen. 

Um Informationen über die Substitutionsmuster der Zuckermonomere der Poly-

saccharide zu erhalten, wurde von dieser Fraktion eine Methylierungsanalyse (siehe 

3.3.6) durchgeführt. Die Analyse resultierte trotz Vorhandensein von Galactose als 

Hauptbestandteil lediglich in der Detektion von Glucose (Daten nicht gezeigt). Durch 

Vergleich der Retentionszeiten zu entsprechenden Zucker-Resten in geeigneten 

Standards, wie Glycogen und Isomaltose, war es möglich, in dieser Analyse alle 

Derivate zuzuordnen. Somit wurden lediglich substituierte Glucose-Reste nach-

gewiesen. Die durch die Neutralzuckerbestimmung nachgewiesene Galactose als Haupt-

bestandteil dieser Fraktion lieferte keine Signale. Die mitgeführte Glycogen-Kontrolle 

ergab jedoch ein positives Ergebnis mit folgenden zu erwartenden Substanzen: 

4-substituierte Glucopyranose, 4,6-di-substituierte Glucopyranose und terminale 

Glucose in dem Verhältnis 14:2:3. Im Vergleich zum Glycogen als Standard wurden 

bezüglich der Flächen unter den Kurven in der Summe nur rund 25% der Zucker 

detektiert (Daten nicht gezeigt). Diese Diskrepanz könnte durch eventuell vorhandene 

anorganische Substituenten erklärt werden. Derartig substituierte Polysaccharide sind 

nur unzureichend in DMSO, dem zur Methylierung eingesetzten Lösungsmittel (siehe 

3.3.6), löslich und wären einer Derivatisierung somit nicht zugänglich. Sind Zucker 

beispielsweise durch Phosphat- oder Sulfatgruppen in einem gewissen Maße 

substituiert, ist deren Löslichkeit in DMSO drastisch herabgesetzt. Um zu klären, ob 

Substitutionen durch Phosphat- oder Sulfatgruppen vorliegen, wurde zunächst eine 

photometrische Mikroanalyse zur Phosphatbestimmung durchgeführt (siehe 3.3.8). Ein 

Nachweis von Phosphat war für diese Fraktion eindeutig negativ (Daten nicht gezeigt). 

Da kein Phosphat in der Fraktion nachgewiesen werden konnte, wurden von dieser 

Substanz neben Standards Infrarot-Spektren (siehe 3.3.9) aufgenommen, um möglicher-

weise durch Absorptionsbanden bei charakteristischen Wellenzahlen Hinweise auf 

Sulfatsubstitutionen zu erhalten. Als Positiv-Kontrolle diente Glucose-6-Sulfat, und als 
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Zucker-Standard ohne Sulfatierung wurde Galactose eingesetzt. Absorptionsbanden im 

Wellenzahl-Bereich um 1200 cm-1 (~ 1170 bis ~ 1270 cm-1) sind charakteristisch für das 

Vorhandensein von Sulfat- und Phosphatgruppen. Das Vorhandensein von Phosphat in 

dieser Fraktion wurde bereits ausgeschlossen. Im Vergleich der analysierten Probe zu 

den Standards konnte eine schwache Absorption in dem beschriebenen Wellenzahl-

Bereich gezeigt werden. Daher ergibt sich aufgrund der IR-Spektroskopie somit 

lediglich der Hinweis auf das Vorhandensein von Sulfatsubstitutionen in dieser 

Fraktion, ein zweifelsfreier Nachweis konnte mit dieser Methode jedoch nicht erbracht 

werden. Aufgrund der Hinweise auf Sulfatsubstitution durch die IR-Spektroskopie 

,jedoch ausgeschlossenem Phosphat, wurden anhand dieser Fraktion verschiedene 

Methoden zur Desulfatierung (siehe 3.3.6.1) mit anschließender Methylierungsanalyse 

ausgetestet. Die Behandlung der Probe mit Diazomethan ergab dasselbe Ergebnis wie 

ohne diese Derivatisierung. Ebenso wurden durch die Inkubation in Dioxan lediglich 

Glucose-Reste und nicht die als Hauptbestandteil dieser Fraktion identifizierte 

Galactose nachgewiesen. Durch eine zuvor durchgeführte milde Methanolyse (siehe 

3.3.6.1) hingegen zeigte sich nach der Methylierungsanalyse folgendes Ergebnis: Es 

wurden sechs verschieden substituierte Galactose-Reste, vier unterschiedliche Glucose-

Reste sowie zwei Pentosen (Arabinose und Xylose) nachgewiesen. Durch Vergleich der 

Retentionszeiten zu den entsprechenden Zucker-Resten in den Standards Glycogen 

sowie Isomaltose war es möglich, in dieser Analyse  Glucose- und Galactose-Reste zu 

identifizieren (Daten nicht gezeigt). Da die Methylierungsanalysen nach milder 

Methanolyse zur Desulfatierung erfolgreich waren, wurde versucht, durch analytische 

Anionenaustausch-Chromatographie (siehe 3.3.10) in dieser Fraktion Sulfat-

substitutionen nachzuweisen. Sulfat wurde bei Verwendung von hydrolysierten 

Standards (Glucose-6-Sulfat) nach einer Retentionszeit von 6,5 min detektiert. Analog 

dazu wurde die Probe einerseits hydrolysiert und zur Kontrolle nicht-hydrolysiert 

injiziert. In Abbildung 19 sind die Chromatogramme dargestellt. 

Die hydrolysierte Probe zeigte ein für Sulfatgruppen charakteristische Signal zwischen 

6,3 und 6,7 min. Bei der unhydrolysierten Probe hingegen zeigte sich kein Signal 

zwischen 6 und 7 min. Damit kann auch ausgeschlossen werden, dass das detektierte 

Sulfat freie Reste von Ammoniumsulfat darstellt, das zur Proteinpräzipitation eingesetzt 

wurde (siehe 3.2.4). Damit konnte für diese Fraktionen das Vorhandensein von 

kovalenter Sulfatsubstitutionen nachgewiesen werden. Gleiche Resultate konnten für 

die entsprechende Fraktion aus SmO gewonnen werden. 
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Abbildung 19: Sulfatnachweis mittels analytischer Anionenaustausch-Chromatographie der 

proteinfreien Fraktion nach Sephadex-G-50 aus SmT. 

Die Trennungen wurden isokratisch auf einer analytischen Anionenaustausch-Säule GYNKOCHROM 

AX-5i (120 x 4,6 mm, GYNKOTEC) an einer ABIMED GILSON-HPLC-Anlage bei 20-22°C durch-

geführt. Als Lösungsmittel diente 1,5 mM Natrium-Phthalat, pH 5,8 bei einer Flussrate von 1,5 ml min-1. 

Die Detektion erfolgte durch UV-Absorption bei 280 nm. Zur Abspaltung der Sulfatreste wurden sowohl 

die Probe als auch der Standard zuvor mit 2 M HCl bei 100°C für 1 h. hydrolysiert. Die Injektions-

volumina betrugen jeweils 5 bzw. 10 µl. a: 25 nM hydrolysiertes Glucose-6-Sulfat als externer Anionen-

Standard. b: 10 µg der hydrolysierten Fraktion nach Sephadex-G-50 aus SmT. c: 10 µg der 

unhydrolysierten Fraktion nach Sephadex-G-50 aus SmT. 
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Aufgrund der nachgewiesenen Sulfatsubstitution der aufgereinigten Fraktionen aus 

SmT und SmO wurde getestet, ob sich die Fraktion im Ausschlussvolumen der Gel-

permeations-Chromatographie ohne vorherige Aufreinigung von anderen Substanzen 

durch präparative Anionenaustausch-Chromatographie abtrennen lässt. 

Die jeweils erste Fraktion aus der gelpermeations-chromatographischen Trennung durch 

Sephadex G-50 wurde durch präparative Anionenaustausch-Chromatographie (siehe 

3.2.7.2) aufgetrennt. Dabei wurden jeweils drei proteinfreie (siehe 3.3.3) Signale bei 

210 nm und z. T. auch bei 280 nm detektiert (Daten nicht gezeigt). In der ersten 

Fraktion wurden fünf verschiedene Zucker detektiert – zwei Pentosen und drei Hexosen. 

Die Hauptbestandteile sind Arabinose, Galactose und Mannose. Xylose und Glucose 

wurden in deutlich geringeren Konzentrationen nachgewiesen. Die zweite und dritte 

Fraktion weisen mit lediglich drei Zuckern eine ähnliche Zuckerzusammensetzung auf. 

Den größten Anteil macht jeweils Galactose aus. Als einzige Pentose wurde Xylose 

nachgewiesen. In ähnlichen Konzentrationen wurde in beiden Fraktionen Glucose nach-

gewiesen. 

Die dritte Fraktion wurde aufgrund verminderter Löslichkeit in Wasser und DMSO auf 

das Vorhandensein von Sulfatsubstitutionen hin untersucht (siehe 3.3.11). Der Test 

ergab einen positiven Nachweis von Sulfat. Aufgrund der Zuckerzusammensetzung und 

des Ionennachweises ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um ein Galactansulfat 

handelt. Dieses wurde sowohl aus SmT als auch aus SmO isoliert. 

Galactansulfate sind typischerweise Biosynthese-Produkte von Algen, die industriell für 

die Herstellung von Agar verwendet werden. Durch folgende Experimente konnte nach-

gewiesen werden, dass diese Polysaccharide aus dem zur Anzucht der Mykobakterien 

verwendeten Nährmedium stammen: 

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration (siehe 3.3.7) der Zucker zeigte sowohl 

das Vorhandensein von D- als auch von L-Galactose-Resten (Daten nicht gezeigt). 

L-Galactose kommt in bakteriellen Sacchariden nicht vor, ist jedoch Bestandteil von 

Agarose. 

Vergleichende NMR-Experimente (siehe 3.3.13) dieses Galactansulfates mit Agarose 

sowie dem Agarose-haltigen Nährmedium, das zur Anzucht der Mykobakterien ver-

wendet wurde, haben eindeutig gezeigt, dass es sich um dieselbe Substanz handelt. Alle 

Messungen lieferten folgende Signale: α-Galactose (1H: δ 5,110/ 13C: δ 99,09), 

β-Galactose (1H: 4,549/ 13C: 102,93) sowie drei verschiedene sulfatierte Zucker-Reste 

(1H: 4,620/ 13C: 77,87; 1H: 4,525/ 13C: 76,28; 1H: 4,515/ 13C: 80,73). Damit war 
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bewiesen, dass die Galactansulfate aus dem Nährmedium stammen. Daher wurden diese 

Präparationen (siehe 1, Abbildung 18) nicht weiter untersucht. Die Fraktionen 2 nach 

Gelpermations-Chromatographie (siehe 2, Abbildung 18) wurden analysiert und weiter 

aufgereinigt. 

4.4 Isolierung und Untersuchungen zur Struktur von Arabino-

mannanen 

Für Fraktion 2 aus der gelpermeations-chromatographischen Trennung  aus SmT sowie 

aus SmO (siehe Abbildung 18) wurde die Zuckerzusammensetzung durch eine Neutral-

zuckeranalyse (siehe 3.3.4) bestimmt. In beiden Fraktionen wurden dieselben Zucker, 

jedoch in unterschiedlichen Anteilen detektiert (siehe Tabelle 2). 

 

Tabelle 2: Übersicht über die Zuckerzusammensetzung der Fraktionen 2 (siehe Abbildung 18) nach 

Sephadex-G-50 aus SmO und SmT. 

Zucker SmO SmT
 nmol mg-1 

Arabinose 1255 1602
6-O-Me-Hexose 607 588
3-O-Me-Hexose 217 554
Mannose 1009 1124
Glucose 444 489

 

Es wurden jeweils nur eine Pentose und vier Hexosen nachgewiesen. In beiden 

Substanzen stellten Arabinose und Mannose die größten Anteile dar. In der Fraktion aus 

SmO ist das Verhältnis von Arabinose zu Mannose wie etwa 5:4. In der entsprechenden 

Fraktion aus SmT ist dieses Verhältnis annähernd 10:7. Auffällig war der Nachweis von 

zwei Methyl-Hexosen, nämlich einer 6-O-methylierten und 3-O-methylierten Hexose. 

In ähnlichen Konzentrationen wurde Glucose in beiden Substanzen nachgewiesen  

In der Summe wurden mit rund 3500 nmol mg-1 (SmO) und 3400 nmol mg-1 (SmT) 

ähnliche Gesamt-Konzentrationen an Neutralzuckern nachgewiesen. Dieser Zucker-

Gehalt beider Substanzen spricht für das Vorhandensein von Polysacchariden. Die 
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großen Mengen an Arabinose und Mannose geben Hinweise darauf, dass es bei den 

Fraktionen um Gemische handelt, die Arabinomannane beinhalten. 

 

Beide Fraktionen zeigten in einem SDS-Gel keine Migration und waren daher in einer 

anschließenden Färbung durch kohlenhydratspezifische Perjodatspaltung sowie in 

einem Westernblot mit ConA negativ (Daten nicht gezeigt). 

 

Eindimensionale NMR-Experimente der isolierten Polysaccharide deuten auf 

strukturelle Ähnlichkeiten zwischen SmO (siehe Abbildung 20) und SmT (siehe 

Abbildung 21) hin. Die Protonenspektren zeigen jeweils in der Region der anomeren 

Protonen (4,2 ppm bis 5,7 ppm) mindestens zehn Signale (siehe unten). 

Die Spektren zeigen im Anomeren-Bereich Signale zwischen 4,919 ppm und 5,245 

ppm. Diese liegen teilweise überlappend vor, so dass keine Aussage über die Anzahl der 

Zucker-Reste gemacht werden kann. Unter Berücksichtigung der Neutralzucker-

bestimmungen (siehe 4.4.2.1) deuten die chemischen Verschiebungen darauf hin, dass 

es sich ausschließlich um Zucker in α-Konfiguration handelt. 

Signale bei 0,9 ppm und 1,3 ppm geben Hinweise auf das Vorhandensein von Fett-

säuren. Bei 3,6 ppm weisen Signale auf das Vorhandensein von O-Methyl-Gruppen hin, 

wie sie gaschromatographisch als Substitutionen von methylierten Hexosen nach-

gewiesen wurden (siehe 4.4.2.1). 

Aufgrund der Ergebnisse der Gelpermeations-Chromatographie (siehe Abbildung 18) 

können zunächst die Molekularmassen für diese Substanzen auf maximal ca. 7000 Da 

geschätzt werden. Massen von mindestens 3500 Da sollten jedoch wegen der 

verwendeten Molekularmassengrenzen während der Dialysen (siehe 3.2.2) zu erwarten 

sein. 
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Abbildung 20: 1H-NMR-Spektrum der Fraktion 2 nach Sephadex-G-50 aus SmT mit Ausschnitts-

vergrößerung der Anomeren-Region. 

Die Messung erfolgte bei einer Frequenz von 600 MHz und einer Temperatur von 27°C in D2O. 

 
 
Abbildung 21: 1H-NMR-Spektrum der Fraktion 2 nach Sephadex-G-50 aus SmO mit Ausschnitts-

vergrößerung der Anomeren-Region. 

Die Messung erfolgte bei einer Frequenz von 600 MHz und einer Temperatur von 27°C in D2O. 
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4.4.1 Isolierung der Arabinomannane durch Affinitäts-Chromatographie 

Die ersten chemischen Analysen (siehe 4.4) deuten darauf hin, dass es sich bei den 

isolierten Substanzen um Gemische handelt, die hauptsächlich Arabinomannane 

beinhalten. Mykobakterielle Arabinomannane sollen dem Glycan-Anteil des Lipo-

arabinomannans strukturell sehr ähnlich sein und sollten weisen somit zum Teil 

terminale Mannose-Reste aufweisen (siehe 1.2.1.3). Mit Hilfe des Lektins Con-

canavalinA ist es möglich, solche endständigen Mannosen spezifisch zu binden. Diese 

Eigenschaft wurde bereits genutzt, um in Western-Blots Lipoglycane nachzuweisen 

(siehe Abbildung 16). Dasselbe Prinzip wurde auf eine präparative Affinitäts-

Chromatographie übertragen, um auf diese Weise durch ConA-gekoppelte Sepharose 

spezifisch terminal mannosylierte Arabinomannane aus dem Substanzgemisch zu 

isolieren (siehe 3.2.7.3). Eine Übersicht über die Aufreinigung der Arabinomannane 

gibt Abbildung 22. 

 

 

Abbildung 22: Übersicht über die Aufreinigung der Polysaccharide (siehe 2, Abbildung 18) aus 

SmO und SmT. 
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Die Fraktionen 2 nach Sephadex-G-50 (siehe Abbildung 18) aus SmO und SmT 

konnten so durch Affinitäts-Chromatographie aufgetrennt werden (siehe Abbildung 23, 

I und II). Auf dieselbe Weise wurden zwei weitere entsprechende Fraktionen jeweils 

aus SmO und SmT, die nach einer erneuten Anzucht gewonnen wurden, aufgetrennt 

(siehe Abbildung 23, III und IV). 

 

 

Abbildung 23: Übersicht über die Trennungen von Fraktion 2 nach Sephadex-G-50 aus SmO (I, 

III) sowie aus SmT (II, IV) mittels Affinitäts-Chromatographie. 

Die Trennungen wurden unter Verwendung einer Lektin-Sepharose-Säule (ConA-Sepharose 4B, 

5 x 1 cm) an einer HPLC-Anlage bei 20-22°C durchgeführt. Lösungsmittel A: 0,1 M Natriumacetat, 0,1 M 

Natriumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid, 1 mM Manganchlorid, 1 mM Calciumchlorid, pH 6,1. Lösungs-

mittel B: Lösungsmittel A + 1 M Methylmannopyranosid. Bei einer Flussrate von 0,8 ml min-1 wurde 

folgender dreistufiger Gradient angelegt: für 40 min 100% A, für 20 min 100% B, für 60 min 100% A. 

Detektiert wurde die UV-Absorption bei 210 nm (--) und 280 nm (--). Das Eluat wurde in den ersten 

60 min fraktioniert und mit einem Volumen von 0,8 ml Fraktion-1 gesammelt. 

Es wurden jeweils zwei Signale sowohl bei 210 nm als auch bei 280 nm in unter-

schiedlichen Intensitäten detektiert. Fraktion A wurde nach dem ersten Säulenvolumen 
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detektiert und entspricht daher ungebundener Substanz ohne (oder mit nicht 

ausreichender) endständiger Mannosylierung. Fraktion B wurde von dem Säulen-

material gebunden und erst bei Regeneration durch 1 M Methylmannosid eluiert. Dieses 

Signal entspricht daher Substanz, die ein gewisses Maß an terminalen Mannose-Resten 

aufweist, und aufgrund der großen Mengen an Arabinose und Mannose (siehe 4.4) 

damit wahrscheinlich ein Arabinomannan darstellt. 

In allen Trennungen zeigten die Substanzen der Fraktionen A und B ein deutlich unter-

schiedliches Absorptionsverhalten bei den gemessenen Wellenlängen. Das Verhältnis 

der Peakflächen von A zu B lag in allen Trennungen bei rund 40 zu 1. Da jedoch die 

UV-Absorption keine Messgröße für Substanzmenge ist, können anhand der Chromato-

gramme zunächst keine Abschätzungen über die Ausbeuten getroffen werden. 

Direkt nach der Trennung wurden jeweils die zu einem Signal gehörigen Elutions-

volumina vereinigt und dialysiert (MWCO 3500 Da), um sowohl die Salze, die zur 

Aktivität des Lektins notwendig waren, als auch das Methylmannosid, das zur Elution 

verwendet wurde, zu eliminieren. Die Retentate wurden zur Überprüfung vollständiger 

Entsalzung zusätzlich über Sephadex-G-10 (siehe 3.2.6) gegeben und anschließend 

durch eindimensionale NMR-Spektroskopie (3.3.13) untersucht. Es wurden im 

Ausschlussvolumen des Trennmaterials zum Teil angetrennte Substanzen erhalten. 

Diese Saccharid-haltigen Fraktionen (3.2.6) in den Ausschlussvolumina wurden durch 

NMR-Spektroskopie untersucht. Protonenspektren zeigten, dass sowohl die Substanzen 

der Fraktion A als auch die aus B Oligo- bzw. Polysaccharide darstellten. In dem 

Bereich der anomeren Protonen wurden zahlreiche Signale mit chemischer 

Verschiebung erhalten, die typisch für Zucker von α-Konfiguration sind. Ein Signal bei 

1,3 ppm stellte eine Kontamination dar und machte eine weitere Aufreinigung erforder-

lich. Dazu wurden die Proben über eine erneute Gelpermeations-Chromatographie 

mittels TSK-40 (siehe 3.2.6) aufgetrennt. Die erneute Chromatographie führte in den 

entsprechenden Ausschlussvolumina zu homogenen Signalen. Auf diese Weise konnten 

die Polysaccharide der Fraktionen A und B jeweils aus SmT und SmO in reiner Form 

erhalten werden (siehe Abbildung 22). Anschließend wurden diese zur Bestimmung der 

Substanzmenge lyophilisiert und zu Strukturanalysen herangezogen. Tabelle 3 gibt eine 

Übersicht über die erhaltenen Substanzmengen. 
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Tabelle 3: Übersicht über die gewonnenen Substanzmengen nach Affinitäts-Chromatographie und 

Gelpermeations-Chromatographie. 

 Fraktion A Fraktion B 

SmO 3,02 mg 1,10 mg 

SmT 1,20 mg 1,19 mg 

4.4.2 Strukturanalysen der Arabinomannane 

4.4.2.1 Ergebnisse der Neutralzuckerbestimmung 

Von je 100 µg der Substanzen, die aus den Fraktionen A und B der Affinitäts-

Chromatographie erhalten wurden, wurde eine Neutralzuckerbestimmung (siehe 3.3.4) 

durchgeführt. 

Abbildung 24 gibt eine Übersicht über die Zuckerzusammensetzungen der Fraktion A 

im Vergleich zwischen SmO und SmT. 

 

 
Abbildung 24: Zuckerzusammensetzung der Fraktion A-Polysacchariden nach Affinitäts-Chro-

matographie im Vergleich zwischen SmO und SmT. 

Zur Hydrolyse (2 M Trifluoressigsäure, 120°C, 2 h) wurden 100 µg der Polysaccharide eingesetzt. Die 

Zucker wurden reduziert und peracetyliert. Die Alditolacetate wurden gaschromatographisch getrennt und 

quantifiziert. 
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In beiden Substanzen wurden dieselben Zucker in zum Teil unterschiedlichen 

Verhältnissen nachgewiesen. Als einzige Pentose kommt in beiden Proben in ähnlichen 

Konzentrationen (SmO: 502 nmol mg-1, SmT: 477 nmol mg-1) Arabinose vor. Haupt-

bestandteil beider Substanzen ist eine 6-O-Methyl-Hexose mit 1069 nmol mg-1 in SmO 

und 779 nmol mg-1 in SmT. Ein deutlicher Unterschied ist in dem Vorkommen einer 3-

O-methylierten Hexose mit 467 nmol mg-1 in SmO und 126 nmol mg-1 in SmT sowie 

von Mannose mit 113 nmol mg-1 in SmO und 732 nmol mg-1 in SmT zu erkennen. Als 

weitere Hexosen kommen Glucose (697 nmol mg-1 in SmO, 616 nmol mg-1 in SmT) 

und Galactose (113 nmol mg-1 in SmO, 204 nmol mg-1 in SmT) in beiden Proben vor. 

 

Abbildung 25 gibt eine Übersicht über die Zuckerzusammensetzungen der Fraktionen B 

im Vergleich zwischen SmO und SmT. 

 

 

Abbildung 25: Zuckerzusammensetzung der Fraktion B-Polysacchariden nach Affinitäts-Chro-

matographie im Vergleich zwischen SmO und SmT. 

Zur Hydrolyse (2 M Trifluoressigsäure, 120°C, 2 h) wurden 100 µg der Polysaccharide eingesetzt. Die 

Zucker wurden reduziert und peracetyliert. Die Alditolacetate wurden gaschromatographisch getrennt und 

quantifiziert. 

Beide Polysaccharide bestehen ausschließlich aus Arabinose und Mannose und stellen 

damit reine Arabinomannane dar. Ein deutlicher Unterschied liegt in den Verhältnissen 

von Pentose zu Hexose. Das Arabinomannan aus SmO weist mit 2070 nmol mg-1 

Arabinose und 2201 nmol mg-1 Mannose ein Verhältnis von Pentose zu Hexose von 
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rund 1:1 auf. Im Gegensatz dazu zeigt das entsprechende Arabinomannan aus SmT ein 

Verhältnis von Pentose (692 nmol mg-1 Arabinose) zu Hexose (2319 nmol mg-1 

Mannose) wie ca. 3:10. 

4.4.2.2 Ergebnisse der Methylierungsanalysen 

4.4.2.2.1 Methylierungsanalysen der Fraktion A-Polysaccharide 

4.4.2.2.1.1 Methylierung mit Methyljodid 

Zur Bestimmung der Zuckersequenzen wurden von jeweils 100 µg der Fraktion A- 

Polysaccharide Methylierungsanalysen (siehe 3.3.6) durchgeführt. Die nach 

Methylierung, Hydrolyse, Reduktion und Acetylierung entstandenen Alditolderivate 

wurden gas-chromatographisch aufgetrennt und massenspektrometrisch identifiziert 

(Chromatogramme und Massenspektren nicht gezeigt). 

Tabelle 4 gibt eine vergleichende Übersicht über die identifizierten partiell methylierten 

Alditolacetate und die entsprechend substituierten Zuckerreste der Fraktion A-Poly-

saccharide aus SmT und SmO. Da durch die Neutralzuckerbestimmungen für diese 

Substanzen u. a. mit Mannose, Glucose und Galactose drei verschiedene Hexosen als 

Zucker-Bestandteile nachgewiesen wurden (siehe Abbildung 24), ist eine Zuordnung 

der Hexosen allein aufgrund der Retentionszeiten ohne Vergleich zu Standards nicht 

möglich. Aus beiden Substanzen wurden jeweils zwei terminale, zwei 1,4-gebundene, 

eine 1,3-gebundene, eine 1,6-gebundene sowie eine 1,3,4-substituierte Hexose erhalten. 

Möglicherweise aufgrund von Untermethylierungen wurden in SmO zwei 1,4,6- und in 

SmT eine 1,2,6-gebundene Hexose nachgewiesen (siehe unten). Da jedoch mit 

Arabinose nur eine Pentose nachgewiesen wurde, konnten alle Pentitole als Arabinose-

Reste identifiziert werden. Diese wurden in der Fraktion aus SmT mit fünf und in der 

entsprechenden aus SmO mit vier verschiedenen Substitutionsmustern nachgewiesen. 

Generell kann aufgrund von GLC-MS-Analysen bei Zuckern nicht zwischen furano-

sidischer und pyranosidischer Ringform unterschieden werden, sofern ein methyliertes 

Alditolacetat vorliegt, das sowohl in Position 4 als auch in Position 5 acetyliert ist. 

Durch zusätzliche NMR-Untersuchungen können jedoch Pyranosen von Furanosen 

unterschieden werden. Dadurch konnte für alle Arabinose-Reste die furanosidische 

Ringform festgestellt werden (siehe 4.4.2.4). 
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Tabelle 4: Übersicht über die identifizierten partiell methylierten Alditolacetate nach 

Methylierungsanalyse der Fraktion A-Polysaccharide aus SmT und SmO. 

Die Identifizierung der Pentosen als Arabinose-Reste ergibt sich aufgrund der Ergebnisse der Neutral-

zuckerbestimmung. Die Derivate sind nicht nach ihren Retentionszeiten geordnet. Die Quantifizierung 

erfolgte ohne Berücksichtigung von Response-Faktoren. 

Kom-
ponen- 

te 
methylierte Alditolacetate Zuckerrest       SmT    SmO

     [mol%] 

1 
1,4-Di-O-acetyl-2,3,5-tri- 

O-methyl-[2H]-pentitol 
terminale Arabinofuranose 5,6 3,9

2 1,2,4-Tri-O-acetyl-3,5-di- 
O-methyl-[2H]-pentitol 2-subst. Arabinofuranose 3,9 2,7

3 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3-di- 
O-methyl-[2H]-pentitol 

5-subst. Arabinofuranose
(4-subst. Arabinopyranose)3 6,1 7,4

4 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3-di- 
O-methyl-[2H]-pentitol 

5-subst. Pentofuranose
(4-subst. Pentopyranose)3 2 -----

5 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-2-O-
methyl-[2H]-pentitol 

3,5-disubst. Arabinofuranose
(3,4-disubst. Arabinopyranose)3 9 8,9

6 1,5-Di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-
O-methyl-[2H]-hexitol terminale Hexopyranose 5 

7 1,5-Di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-
O-methyl-[2H]-hexitol terminale Hexopyranose 4,8 

    10,94

  

8 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 

4-subst. Hexopyranose 
(5-subst. Hexofuranose)5 8,6 20

9 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 

4-subst. Hexopyranose 
(5-subst. Hexofuranose)5 27 30,9

10 1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4,6-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 3-subst. Hexopyranose 6,7 2,1

11 1,5,6-Tri-O-acetyl-2,3,4-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 6-subst. Hexopyranose 11,8 3,9

12 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-2,6-
di-O-methyl-[2H]-hexitol 

3,4-disubst. Hexopyranose/
(3,5-disubst. Hexofuranose)5 4,8 6,5

13 1,4,5,6-Tetra-O-acetyl-2,3-
di-O-methyl-[2H]-hexitol 

4,6-disubst. Hexopyranose/ 
(5,6-disubst. Hexofuranose)5 ----- 1,1

                                                 
3 Aufgrund der Ergebnisse der NMR-Spektroskopie können Arabinose-Reste in pyranosidischer Ring-

form ausgeschlossen werden. 
4 Durch unvollständige Trennung war die Integration der einzelnen terminalen Hexopyranosen nicht 

möglich. 
5 Aufgrund der Ergebnisse der NMR-Spektroskopie können Mannose-Reste in furanosidischer Ringform 

ausgeschlossen werden. 
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14 1,4,5,6-Tetra-O-acetyl-2,3-
di-O-methyl-[2H]-hexitol 

4,6-disubst. Hexopyranose/
(5,6-disubst.Hexofuranose)5 ----- 1,6

15 1,2,5,6-Tetra-O-acetyl-3,6-
di-O-methyl-[2H]-hexitol 2,6-disubst.Hexopyranose 4,6 -----

 

Die EI-MS-Analyse ergab für Komponente 1 (Tabelle 4) aus der Spaltung zwischen 

C2/C3 die Primärfragmente mit m/z 118 (reduzierendes Ende) und m/z 161 (nicht-

reduzierendes Ende), welches in Sekundärionen mit m/z 129 (161-32) durch Methanol-

Abspaltung und in m/z 101 (161-60) durch Essigsäure-Abspaltung zerfiel. Die Frag-

mentierung zwischen C3/C4 ergab ein Primärfragment mit m/z 162 und ein Sekundärion 

mit m/z 102 (162-60). Das Acetylierungsmuster ist damit für C1 bis C3 festgelegt. Ein 

Ion mit m/z 90 geht aus dem Primärfragment mit m/z 234 (C4/C5, reduzierendes Ende) 

durch sequentielle Abspaltung von Essigsäure und Keten (234-60-42-42) hervor. 

Aufgrund dieses Fragmentierungsmusters ist diese Komponente als ein 1-Deutero-

1,4-di-O-acetyl-2,3,5-tri-O-methyl-pentitol identifiziert und entspricht damit einer 

terminalen Arabinofuranose. 

Die EI-MS-Analyse von Komponente 2 (Tabelle 4) ergab durch Spaltung zwischen 

C2/C3 am nicht-reduzierenden Ende ein Primärfragment mit m/z 161, das in Sekundär-

ionen mit m/z 101 (161-60) und m/z 129 (161-32) zerfiel (siehe oben). Durch Spaltung 

zwischen C3/C4 entstand ein Fragment mit m/z 190, das seinerseits durch Essigsäure-

Abspaltung ein Sekundärion mit m/z 130 (190-60) erzeugte. Sekundärfragmente mit 

m/z 160 und m/z 100 gehen von m/z 262 aus, das durch Spaltung von C4/C5 am 

reduzierenden Ende entsteht. Daher wurde dieses Derivat als 1-Deutero-1,2,4-tri-O-

acetyl-3,5-di-O-methyl-pentitol und somit als 2-substituierte Arabinofuranose 

identifiziert. 

Das EI-Spektrum von 3 (Tabelle 4) weist Primärfragmente am reduzierenden Ende mit 

m/z 118 durch Spaltung zwischen C2/C3 und mit m/z 162 durch Spaltung zwischen 

C3/C4 auf. Die C2/C3-Spaltung erzeugte am nicht-reduzierenden Ende ein Fragment 

mit m/z 189. Jeweils durch Abspaltung von Essigsäure aus m/z 162 (162-60) und 

m/z 189 (189-60) entstanden die Sekundärionen mit m/z 102 sowie mit m/z 129 (Daten 

nicht gezeigt). Diese Fragmentierung identifizierte diesen Zucker als 1-Deutero-1,4,5-

tri-O-acetyl-2,3-di-O-methyl-pentitol und damit als 5-substituierte Arabinofuranose. 

Komponente 4 (Tabelle 4) zeigt in der EI-MS-Analyse Fragmente mit m/z 85, m/z 102, 

m/z 118, m/z 129 (189-60), m/z 59 (233-42-32) und m/z 162. Ein Sekundärfragment mit 

m/z 85 geht aus m/z 145 hervor (145-60) und legt Acetylierungen für C5 und C6 fest. 
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Am reduzierenden Ende zeigen Primärfragmente mit m/z 118 (C2/C3) und m/z 162 

(C3/C4), sowie dem daraus erzeugten Ion mit m/z 102 (162-60), Methylierungen an C2 

und C3. Es handelt sich daher wie bei Komponente 3 um ein 1-Deutero-1,4,5-tri-O-

acetyl-2,3-di-O-methyl-pentitol, das als 5-substituierte Arabinofuranose vorliegt. 

Komponente 5 (Tabelle 4) wurde durch Primärfragmente m/z 118 (C2/C3, red. Ende), 

m/z 261 (C1/C2, nicht-red. Ende) und folgende Sekundärfragmente identifiziert: m/z 85 

(C3/C4, nicht-reduzierendes Ende: 145-60) sowie m/z 115 (C2/C3, nicht-reduzierendes 

Ende: 217-60-60,). Komponente 5 stellt damit ein 1-Deutero-1,3,4,5-tetra-O-acetyl-2-O-

methyl-pentitol dar und ist eine 3,5-disubstituierte Arabinofuranose. 

Die Komponenten 6 und 7 (Tabelle 4) zeigen identische EI-MS-Spektren. Aus der 

Spaltung zwischen C2/C3 bzw. C3/C4 resultieren Primärfragmente mit m/z 118 und 

m/z 162 (am reduzierenden Ende) und mit m/z 205 und m/z 161 (am nicht-reduzierenden 

Ende). Durch Abspaltung von Essigsäure ergaben sich folgende Sekundärionen: 

m/z 101 (161-60), m/z 102 (162-60) sowie m/z 145 (205-60). Durch Methanol-

Abspaltung entstand m/z 129 (161-32). Zur Identifizierung dieser 1-Deutero-1,5-di-O-

acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-hexitole führte ein Sekundärion mit m/z 174, welches aus 

m/z 206 (C4/C5 nicht-reduzierendes Ende) entstand. Damit liegen zwei verschiedene 

terminale Hexose-Reste vor. 

Die Komponenten 8 und 9 (Tabelle 4) weisen ebenfalls identische Fragmentierungs-

muster auf. Ionen mit m/z 118, m/z 162, m/z 189, m/z 233 und m/z 277 können durch 

Spaltungen zwischen C1/C2, C2/C3 bzw. C3/C4 erklärt werden (siehe oben). Aus 

einem Primärfragment mit m/z 233 entstand durch Essigsäure-Abspaltung ein Sekundär-

ion mit m/z 173 (233-60). Durch weiteren Verlust von Essigsäure ergab sich m/z 113 

(173-60) sowie durch Keten-Abspaltung ein Fragment mit m/z 131 (173-42) und 

weiterhin m/z 99 durch Abgang von Methanol (131-32). Aus einem Primärfragment mit 

m/z 189 entstand ein Sekundärion mit m/z 129 (189-60). Beide Komponenten stellen 

daher 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-hexitole dar und gehen aus 4-

substituierten Hexopyranosen hervor. 

Das EI-MS-Spektrum der Komponente 10 (Tabelle 4) zeigt folgende Primärfragmente: 

m/z 118 (Spaltung C2/C3, red. Ende), m/z 161 (C3/C4, nicht-reduzierendes Ende), 

m/z 234 (C4/C5, reduzierendes Ende) und m/z 277 (C1/C2, nicht-reduzierendes Ende). 

Die entstandenen Sekundärfragmente können durch Essigsäure- und Methanol-

Abspaltung erklärt werden [m/z 101 (161-60), m/z 129 (161-32), m/z 174 (234-60), 

m/z 202 (234-32), m/z 217 (277-60), sind jedoch für die Identifizierung dieses 
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1-Deutero-1,3,5-tri-O-acetyl-2,4,6-tri-O-methyl-hexitols nicht erforderlich. Damit 

handelt es sich um eine 3-substituierte Hexopyranose. 

Das EI-MS-Spektrum der Komponente 11 (Tabelle 4) zeigt Primärfragmente mit 

m/z 118, m/z 162, m/z 189 und m/z 233, die wie in den Komponenten 8 und 9 erklärt 

werden können (siehe oben). Zusätzlich identifiziert ein Fragment mit m/z 145 am 

nicht-reduzierenden Ende Acetylgruppen an C5 und C6. Es liegt somit ein 1-Deutero-

1,5,6-tri-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methyl-hexitol vor, was einer 6-substituierten Hexo-

pyranose entspricht. 

Die Komponente 12 (Tabelle 4) wurde durch Primärfragmente mit m/z 118, m/z 261 

(siehe oben) und m/z 305 (C1/C2, nicht-reduzierendes Ende) sowie durch Sekundär-

fragmente mit m/z 129 (189-60), m/z 160 (262-60-42) und m/z 232 (274-60-42) als 

Tetra-O-acetyl-hexitol identifiziert. Die Stellung der Acetylgruppe an C5 kann aufgrund 

fehlender Fragmentionen direkt nicht gezeigt werden. Würde jedoch O6 acetyliert sein, 

so würde das Gesamtmolekül eine Symmetrie erhalten, die eine ebenso starke 

Fragmentierung am nicht-reduzierenden wie am reduzierenden Ende hervorrufen 

würde. Zu erwarten wären dann u. a. Primärfragmente mit m/z 117 und m/z 306. Da dies 

nicht der Fall ist, handelt sich bei dieser Komponente um ein 1-Deutero-1,3,4,5-tetra-O-

acetyl-2,6-di-O-methyl-hexitol als 3,4-disubstituierte Hexopyranose. 

Die Fragmentierungsmuster der Komponenten 13 und 14 (siehe Tabelle 4) sind 

identisch und zeigen Primärfragmente mit m/z 118, m/z 162 und m/z 261 (siehe oben). 

Lediglich durch diese Hauptfragmente war es möglich, diese Derivate als 1-Deutero-

1,4,5,6-tetra-O-acetyl-2,3-di-O-methyl-hexitole zu bestimmen. Zusätzliche Sekundär-

ionen mit m/z 85 (siehe oben) und m/z 142 (C4/C5, nicht-reduzierendes Ende: 234-60-

32) bestätigen die Acetylierungsmuster. 

Komponente 15 (Tabelle 4) zeigt ausschließlich die Primärfragmente mit m/z 189 und 

m/z 190, die aus der Spaltung zwischen C3/C4 resultieren, und aus denen jeweils durch 

Essigsäure-Abspaltung die Sekundärionen mit m/z 129 (189-60) und m/z 130 (190-60) 

entstanden. Dieses Fragmentierungsmuster erklärt eine Symmetrie des Moleküls, so 

dass diese Komponente als 1-Deutero-1,2,5,6-tetra-O-acetyl-3,4-di-O-methyl-hexitol 

identifiziert wurde, was einer 2,6-disubstituierten Hexopyranose entspricht. 

4.4.2.2.1.2 Methylierung mit deuteriertem Methyljodid 

Zur Bestimmung der Substitution der methylierten Hexosen (siehe 4.4.2.1) wurden von 

jeweils 100 µg der Fraktion A-Polysaccharide zusätzlich Methylierungsanalysen mit 
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deuteriertem Methyljodid (siehe 3.3.6) durchgeführt. Dadurch können Fragmente mit 

zuvor vorhandenen O-Methylierungen von Fragmenten mit eingeführten deuterierten 

Methylgruppen aufgrund von Massendifferenzen (∆ 3/ -OD3) unterschieden werden. 

Abbildung 26 stellt als Beispiel das Chromatogramm der partiell methylierten Alditol-

acetate des ConA-negativen Polysaccharids aus SmT dar. 

 

 
Abbildung 26: Chromatogramm der partiell methylierten Alditolacetate nach Methylierung mit 

Deutero-Methyljodid des Fraktion A- Polysaccharids aus SmT. 

Für die Methylierungsanalyse wurden 100 µg Substanz eingesetzt. Die Trennung der partiell methylierten 

Alditolacetate wurde auf einer HP-5MS-Kapillarsäule mit folgendem Temperaturprogramm durchgeführt: 

150°C für 3 min, mit 5°C min-1 auf 320°C. 

Diese Analysen sind in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Methylierungs-

analysen unter Verwendung von undeuteriertem Methyljodid (siehe 4.4.2.2.1.1). 
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In beiden Polysacchariden - sowohl aus SmT als auch aus SmO - wurden dieselben 

Substitutionsmuster der nachgewiesenen 3-O-Methyl- und 6-O-Methyl-Hexosen 

identifiziert. Im nachfolgenden werden die Massenspektren der Derivate erläutert. 

Die Derivate A, B, D, H, I und J (siehe Abbildung 26) wurden als Pentosen bzw. 

Hexosen mit den zu erwartenden Substitutionsmustern (siehe Tabelle 4) identifiziert. 

A: terminale Pentofuranose, B: 5-substituierte Pentofuranose/ 4- substituierte Pento-

pyranose, D: terminale Hexopyranose, H: 3-substituierte Hexopyranose, I: 6-sub-

stituierte Hexopyranose, J: 2,6-disubstituierte Hexopyranose (Massenspektren nicht 

gezeigt). 

Lediglich die Signale C, E, F und G lieferten Massenspektren, die das Vorhandensein 

von Methyl-Hexosen beweisen (siehe unten). 

Abbildung 27 zeigt das Fragmentmuster des Gemisches aus 1-Deutero-1,4,5-tri-O-

acetyl-2,3,6-tri-O-deutero-methyl-hexitol und 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-6-O-methyl-

2,3-di-O-deutero-methyl-hexitol (siehe F in Abbildung 26). 

 
Abbildung 27: EI-Massenspektrum des Gemisches aus 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-

deutero-methyl-hexitol und 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-6-O-methyl-2,3-di-O-deutero-methyl-

hexitol. 

Die beiden Derivate wurden nach Methylierungsanalyse unter Verwendung von deuteriertem Methyljodid 

des Fraktion A-Polysaccharids aus SmT und gaschromatographischer Trennung bei einer Retentionszeit 

von 13,165 min erhalten (siehe F in Abbildung 26). Sie konnten gaschromatographisch nicht voneinander 

getrennt werden. 

Das Primärfragment mit m/z 239 sowie die entsprechenden Sekundärionen mit m/z 179 

(239-60), m/z 137 (239-60-42) und m/z 119 (239-60-60) gehen aus der Spaltung 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 105

zwischen C2/C3 hervor und zeigen das Vorhandensein von jeweils zwei O-acetylierten 

und zwei O-deutero-methylierten C-Atomen am nicht-reduzierenden Ende an. Analog 

dazu weisen die Fragmente mit m/z 236, m/z 176 und m/z 116, die jeweils um drei 

Masseneinheiten geringer sind, am nicht-reduzierenden Ende zwei O-Acetylierungen, 

eine O-Methylierung und eine O-deutero-Methylierung nach. Die Primärfragmente mit 

m/z 121 und m/z 168 (C3/C4) sowie das daraus resultierende Sekundärion mit m/z 108 

(168-60) zeigen am reduzierenden Ende O-deutero-Methylgruppen in Position 2 und 3. 

Dadurch ist nachgewiesen, dass es sich bei diesem Derivat aufgrund des Massen-

spektrums um ein Gemisch aus (mindestens) einer Hexose und einer 6-O-Methyl-

Hexose handelt, die beide 1,4,5-tri-O-acetyliert vorliegen und damit entweder 4-

substituierte Pyranosen und/oder 5-substituierte Furanosen darstellen. 

In Abbildung 28 ist das Massenspektrum eines 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-6-O-

methyl-2,3-di-O-deutero-methyl-hexitols dargestellt (siehe G in Abbildung 26). 

 
Abbildung 28: EI-Massenspektrum eines 1-Deutero-1,4,5-tri-O-acetyl-6-O-methyl-2,3-di-O-

deutero-methyl-hexitols. 

Das Derivat wurde nach Methylierungsanalyse unter Verwendung von deuteriertem Methyljodid des 

Fraktion A-Polysaccharids aus SmT und gaschromatographischer Trennung bei einer Retentionszeit von 

13,242 min erhalten (siehe G in Abbildung 26). 

Primär- und Sekundärfragmente mit m/z 108, m/z 116, m/z 121, m/z 168 und m/z 236 

(siehe oben) beweisen das Vorhandensein einer mono-O-methylierten Hexose. Durch 

das fehlende Primärfragment mit m/z 165 (C3/C4) bzw. das fehlende Sekundärion mit 

m/z 105 (165-60) am reduzierende Ende wird ausgeschlossen, dass es sich um eine 3-O-
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Methyl-Hexose handelt und gezeigt, dass hier eine 6-O-Methyl-Hexose vorliegt. Diese 

ist im Falle des Pyranose-Rings 4-substituiert und im Falle der furanosidischen Ring-

form 5-substituiert. 

Abbildung 29 zeigt das Fragmentierungsmuster des Gemisches aus (mindestens) zwei 

terminalen Hexopyranosen (siehe C in Abbildung 26). In beiden Derivaten zeigen die 

Primärfragmente mit m/z 121 (C2/C3, reduzierendes Ende) und mit m/z 167 (C3/C4, 

nicht-reduzierendes Ende) in Position 2,4 und 6 eine Deutero-Methylierung an. 

Lediglich ein Derivat liefert die Primärfragmente mit m/z 168 (C3/C4, reduzierendes 

Ende) und m/z 214 (C2/C3, nicht-reduzierendes Ende) sowie die Sekundärionen mit 

m/z 108 (168-60) und m/z 154. Damit handelt es sich bei allen Methylierungen um 

deuterierte Substitutionen, also um terminale Hexopyranosen. Zusätzliche Fragmente 

mit Massendifferenzen von 3 (m/z 105, m/z 151, m/z 165, m/z 211) identifizieren eine 

terminale 3-O-methylierte Hexopyranose. 

 

 
Abbildung 29: EI-Massenspektrum des Gemisches aus 1-Deutero-1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-

deutero-methyl-hexitol und 1-Deutero-1,5-di-O-acetyl-3-O-methyl-2,4,6-tri-O-deutero-methyl-

hexitol. 

Die Derivate wurden nach Methylierungsanalyse unter Verwendung von deuteriertem Methyljodid des 

Fraktion A- Polysaccharids aus SmT und gaschromatographischer Trennung bei einer Retentionszeit von 

11,047 min erhalten (siehe C in Abbildung 26). 

Eine weitere 3-O-Methyl-Hexose wurde als 4-substituierte Pyranose bzw. 5-

substituierte Furanose identifiziert (siehe E in Abbildung 26, Massenspektrum nicht 

gezeigt). 
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Die entsprechenden EI-Massenspektren der einzelnen Derivate zeigen damit, dass die 

nachgewiesene 6-O-Methyl-Hexose (siehe 4.4.2.1) als 4-substituierte Hexopyranose 

bzw. 5-substituierte Hexofuranose vorliegt. Die nachgewiesene 3-O-Methyl-Hexose 

(siehe 4.4.2.1) liegt einerseits terminal und andererseits als 4-substituierte Hexo-

pyranose bzw. 5-substituierte Hexofuranose vor. Aufgrund der NMR-Ergebnisse (siehe 

4.4.2.4) ist das Vorhandensein der pyranosidischen Ringform auch für diese Hexosen 

sehr wahrscheinlich. 

Für das entsprechende Polysaccharid aus SmO wurden für diese methylierten Zucker 

dieselben Substitutionsmuster nachgewiesen. 

Die Arabinane dieser Polysaccharide scheinen strukturelle Ähnlichkeiten aufzuweisen. 

Terminale, 2-substituierte, 5-substituierte und als Verzweigungsstellen 3,5-di-

substituierte Arabinofuranosen kommen in beiden Substanzen in ähnlichen Anteilen 

vor. In der Summe wurden in der Fraktion aus SmT 27% Pentosen und in der ent-

sprechenden Fraktion aus SmO 23% Pentosen nachgewiesen. Dementsprechend macht 

die Gesamtheit aller Hexose-Reste in der Substanz aus SmT 74% aus, während in SmO 

77% nachgewiesen wurden. Es wurden acht Hexose-Reste in SmT und neun in SmO 

identifiziert, von denen drei jeweils dieselbe Substitution aufweisen und daher unter-

schiedliche Zucker darstellen. Im Gegensatz zu den Arabinose-Resten wurde in 

Verbindung mit den Ergebnissen der NMR-Spektroskopie für alle Hexosen die pyrano-

sidische Ringform nachgewiesen (siehe oben). Deutliche Unterschiede hinsichtlich der 

Hexose-Reste zwischen SmT und SmO sind in den Anteilen einer der 4-substituierten 

Hexopyranose zu sehen. In SmO ist mit 20% der Anteil mehr als doppelt so groß wie in 

SmT (rund 9%). Eine 3-substituierte Hexopyranose kommt in SmT (6,7%) dreifach 

häufiger vor als in SmO (2,1%). Im Gegensatz dazu wurde eine 6-substituierte Hexose 

im Vergleich zu SmT (11,8%) nur zu einem Drittel nachgewiesen (3,9%). 

4.4.2.2.2 Methylierungsanalysen der Arabinomannane 

Analog zu den Sequenzanalysen der Polysaccharide aus Fraktion A (siehe 4.4.2.2.1) 

wurden von jeweils 100 µg der Arabinomannane (Fraktion B) Methylierungsanalysen 

durchgeführt (siehe 3.3.6). Da zuvor für diese Fraktionen keine methylierten Zucker 

nachgewiesen wurden (siehe 4.4.2.1), war eine Methylierung mit deuteriertem Methyl-

jodid nicht erforderlich. Die nach Methylierung mit Methyljodid, Hydrolyse, Reduktion 

und Acetylierung entstandenen Alditolderivate wurden gaschromatographisch 

aufgetrennt und massenspektrometrisch identifiziert. Tabelle 5 gibt eine vergleichende 
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Übersicht über die identifizierten partiell methylierten Alditolacetate und die 

entsprechend substituierten Zuckerreste der ConA-positiven Arabinomannane aus SmT 

und SmO. 

Da durch die Neutralzuckerbestimmungen für diese Substanzen ausschließlich 

Arabinose- und Mannose-Reste als Zucker-Bestandteile nachgewiesen wurden (siehe 

Abbildung 25), konnten alle Pentosen als Arabinosen sowie alle Hexosen als Mannosen 

identifiziert werden. Den Analysen der Fraktion A-Polysaccharide entsprechend 

konnten für die Arabinomannane sowohl aus SmT als auch aus SmO Arabinose-Reste 

in ausschließlich furanosidischer Ringform nachgewiesen werden, während alle 

Mannose-Reste pyranosidisch vorliegen (siehe 4.4.2.4). Beide Arabinomannane weisen 

dieselben substituierten Zucker auf, die jedoch in unterschiedlichen Verhältnissen vor-

kommen (siehe Tabelle 5). 

Die Komponenten a bis d (Tabelle 5) zeigen nach gaschromatographischer Trennung 

dieselben Retentionszeiten wie die entsprechenden Komponenten der Fraktion A-Poly-

saccharide. Durch den Vergleich der Fragmentierungsmuster konnte bestätigt werden, 

dass diese Derivate dieselben Arabinose-Reste darstellen (siehe 4.4.2.2.1). 

Bei der Komponente a (Tabelle 5) handelt sich damit um eine terminale Arabino-

furanose. Komponente b wurde als 2-substituierte Arabinofuranose, Komponente c als 

5-substituierte Arabinofuranose sowie Komponente d als 3,5-disubstituierte Arabino-

furanose identifiziert (siehe 4.4.2.2.1). 

Die Komponenten e bis j (Tabelle 5) stellen aufgrund ihrer Retentionszeiten sowie 

Fragmentierungsmuster Hexosen (Mannosen) dar. 

Komponente e (Tabelle 5) entspricht Komponente 7 der Fraktion A-Polysaccharide 

(Tabelle 4) und damit einer terminalen Mannopyranose (siehe 4.4.2.2.1). 

Komponente f (Tabelle 5) wurde in den Fraktion A-Polysacchariden nicht nach-

gewiesen (siehe 4.4.2.2.1). Das EI-MS-Spektrum zeigt durch Spaltung zwischen C3/C4 

am reduzierenden Ende ein Primärfragment mit m/z 190, welches eine O-Methylierung 

und zwei O-Acetylierungen anzeigt. Da ein Fragment mit m/z 118 fehlt, das am 

reduzierenden Ende durch eine O-Acetyl- und eine O-Methylgruppe erzeugt würde, 

liegen die Acetylgruppen an C1 und C2. Ein Sekundärion mit m/z 100 geht am 

reduzierenden Ende aus der Spaltung zwischen C4/C5 hervor (234-60-42-32) und legt 

für C4 eine Acetylierung fest. Ein Primärfragment mit m/z 161 und ein korrespon-

dierendes Ion mit m/z 100 (161-60), die aus der Spaltung zwischen C3/C4 hervorgehen, 

zeigen an C5 zusätzlich eine Acetylgruppe an (Daten nicht gezeigt). Damit handelt es 
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sich um ein 1-Deutero-1,2,5-tri-O-acetyl-3,4,6-tri-O-methyl-hexitol, also um eine 2-

substituierte Mannopyranose. 

 

Tabelle 5: Übersicht über die partiell methylierten Alditolacetate nach Methylierungsanalyse der 

ConA-positiven Arabinomannane aus SmT und SmO. 

Die Identifizierung der Pentosen und Hexosen als Arabinose- bzw. Mannose-Reste ergibt sich aufgrund 

der Ergebnisse der Neutralzuckerbestimmung. Die Derivate sind nicht nach ihren Retentionszeiten 

geordnet. Die Quantifizierung erfolgte ohne Berücksichtigung von Response-Faktoren. 

Kom- 
ponente methylierte Alditolacetate Zuckerrest       SmT   SmO

        [mol%] 

a 
1,4-Di-O-acetyl-2,3,5-tri- 

O-methyl-[2H]-pentitol 

terminale Arabinofuranose 

 
+6 7,9

b 1,2,4-Tri-O-acetyl-3,5-di- 
O-methyl-[2H]-pentitol 

2-subst. Arabinofuranose 
 6,6 11,5

c 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3-di- 
O-methyl-[2H]-pentitol 

5-subst. Arabinofuranose 
(4-subst. Arabinopyranose)7 17,7 27,6

d 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-2-O-
methyl-[2H]-pentitol 

3,5-disubst. Arabinofuranose 
(3,4-disubst. Arabinopyranose)7 16,1 11,5

e 1,5-Di-O-acetyl-2,3,4,6- 
tetra-O-methyl-[2H]-hexitol terminale Mannopyranose 14,9 17,1

f 1,2,5-Tri-O-acetyl-3,4,6-tri- 
O-methyl-[2H]-hexitol 2-subst. Mannopyranose 6 6,3

g 1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4,6-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 3-subst. Mannopyranose 5,2 3,9

h 1,5,6-Tri-O-acetyl-2,3,4-tri-
O-methyl-[2H]-hexitol 

6-subst. Mannopyranose 
 18,8 6,3

i 1,2,5,6-Tetra-O-acetyl-3,4- 
di-O-methyl-[2H]-hexitol 2,6-disubst. Mannopyranose 11,8 6,6

j 
1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-4- 
O-methyl-[2H]-hexitol 2,3,6-trisubst. Mannopyranose 2,9 1,3

 

Die Komponente g (Tabelle 5) zeigt bei unterschiedlicher Retentionszeit ein ähnliches 

Fragmentierungsmuster wie die Komponente 10 der Fraktion A-Polysaccharide 

                                                 
6 Eine Integration dieses Alditolacetates war aufgrund unvollständiger gaschromatographischer Trennung 

nicht möglich. 
7 Aufgrund der Ergebnisse der NMR-Spektroskopie können Arabinose-Reste in pyranosidischer 

Ringform ausgeschlossen werden. 
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(Tabelle 4). Fragmente mit m/z 118, m/z 161 und m/z 190 (siehe oben) zeigen, dass es 

sich um ein tri-O-acetyliertes Hexitol handelt, dessen C1 und C3 acetyliert sind. Durch 

ein fehlendes Primärfragment mit m/z 89 (C4/C5, nicht-reduzierendes Ende) wird die 

dritte Position der Acetylierung für C5 festgelegt. Damit liegt ein 1-Deutero-1,3,5-tri-O-

acetyl-3,4,6-tri-O-methyl-hexitol vor. Anders als in dem entsprechenden Derivat aus 

den Fraktion A-Polysacchariden handelt sich dabei um eine 3-substituierte Manno-

pyranose. 

Das EI-MS-Spektrum der Komponente h (Tabelle 5) zeigt ein identisches Frag-

mentierungsmuster zu denen der Komponenten 11 aus den Fraktion A-Polysacchariden 

(Tabelle 4) Es liegt eine 6-substituierte Mannopyranose vor. 

Die Komponente i (Tabelle 5) entspricht der Komponente 15 aus dem Fraktion A-Poly-

saccharid aus SmT (siehe 4.4.2.2.1). Dabei handelt es sich um eine 2,6-disubstituierte 

Mannopyranose. 

Das Fragmentierungsmuster der Komponente j (Tabelle 5) zeigt folgende Primär- und 

Sekundärfragmente, die das Derivat als 1-Deutero-1,2,3,5,6-penta-O-acetyl-4-O-

methyl-hexitol identifizieren: m/z 85 (C4/C5, nicht-reduzierendes Ende: 145-60) zeigt 

an C5 und C6 eine Acetylgruppe an. m/z 189 (C3/C4, nicht-reduzierendes Ende) sowie 

m/z 129 (189-60) legen für C4 eine Methylgruppe fest. m/z 261 (C2/C3, nicht-

reduzierendes Ende) und ein daraus resultierendes Sekundärfragment mit m/z 201 (261-

60) zeigen an C3 eine weitere Acetylierung an. Durch ein Primärfragment mit m/z 262 

(C3/C4, reduzierendes Ende) sowie durch ein fehlendes Ion mit m/z 118 werden für C1 

und C2 Acetylierungen festgelegt. Es handelt sich somit um eine Penta-O-acetylierte 

Hexose, deren Nachweis jedoch wahrscheinlich eine Folge von Untermethylierung ist 

(siehe unten). 

 

In beiden Analysen wurden vier verschieden substituierte Arabinofuranosen und sechs 

verschieden gebundene Mannopyranosen nachgewiesen. Dennoch ist aufgrund dieser 

Analysen ein deutlicher struktureller Unterschied zwischen diesen Polysacchariden 

erkennbar. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Neutralzuckerbestimmungen 

(siehe 4.4.2.1) wurden für das Arabinomannan aus SmT in der Gesamtheit rund 60% 

Hexosen und für das entsprechende Arabinomannan aus SmO in der Summe lediglich 

41% Hexosen nachgewiesen. Hinsichtlich der Pentose-Reste unterscheiden sich die 

Substanzen in den Anteilen an 5-substituierten Arabinofuranose-Resten. Das Arabino-

mannan aus SmT besteht zu rund 18% aus dieser unverzweigten Pentose, während das 
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entsprechende Arabinomannan aus SmO ca. 28% diesen Zucker beinhaltet. 2-

substituierte Arabinofuranosen kommen in SmT nur zu rund 7% vor, während in SmO 

ca. 12% dieses Zuckers nachgewiesen wurden. Hinsichtlich der Hexosen ist ein 

deutlicher Unterschied in den Anteilen der 6-substituierten Mannose-Reste erkennbar. 

In dem Arabinomannan aus SmT wurden rund 19% und in dem entsprechenden aus 

SmO nur rund 6% dieses Zuckers nachgewiesen. Ebenso kommen 2,6-disubstituierte 

Mannopyranosen als Verzweigungsstellen in SmT (11,8%) fast doppelt so häufig vor 

wie in SmO (6,6%). Der Nachweis von geringen Anteilen (SmT: 2,9%; SmO: 1,3%) an 

2,3,6-trisubstituierten Hexose-Resten ist wahrscheinlich eine Folge von Unter-

methylierungen. Sterisch ist eine derartige Substitution einer α-Mannose durchaus 

möglich. Jedoch liegt es nahe, dass dieses Acetylierungsmuster durch unvollständige 

Methylierung entstanden ist- zum Beispiel durch fehlende Methylierung der 

OH-Gruppe in Position 3 der 2,6-disubstituierten Mannopyranose. Ferner kann diese 

Substitution aus allen weiteren nachgewiesenen Mannose-Reste durch zwei bzw. drei 

unmethylierte Hydroxygruppen entstanden sein (fehlende Methylierung der Positionen: 

2 und 3 der 6-substituierten, 2 und 6 der 3-substituierten, 3 und 6 der 2-substituierte 

sowie 2,3 und 6 der terminalen Mannose). 

2-substituierte Mannopyranosen wurden in beiden Arabinomannanen mit jeweils rund 

6% in SmT und SmO in ähnlichen Anteilen nachgewiesen. Ebenso kommen 3-

substituierte Mannopyranosen mit ca. 5% in SmT und ca. 4% in SmO vor. Terminale 

Mannose-Reste, die die affinitäts-chromatographische Trennung ermöglichten, kommen 

in beiden Polysacchariden ähnlich häufig vor (SmT: 15%; SmO: 17%). 

 

Die Methylierungsanalysen ergeben also einen strukturellen Unterschied der beiden 

Arabinomannane. Das Polysaccharid aus SmT weist ein größeres Mannan (~60%) und 

kürzeres Arabinan (~40%) auf. Im Gegensatz dazu besteht das entsprechende aus SmO 

aus einem kleinerem Mannan (41%) und einem längeren Arabinan (~59%). Das ist in 

guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Neutralzuckerbestimmungen (siehe 

4.4.2.1) und NMR-Untersuchungen (siehe 4.4.2.4). 

4.4.2.3 Ergebnisse der Massenspektrometrie 

Zur Bestimmung der Molekularmassen wurden die Arabinomannane aus SmT und SmO 

massenspektrometrisch untersucht. Im Gegensatz zu massenspektrometrischen 
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Analysen von Proteinen, bei denen in der Regel für jedes Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

der Substanz ein einzelner Peak erhalten wird, liefern Massenspektren von Poly-

sacchariden aufgrund ihrer Heterogenität generell eine Vielzahl von Signalen. Vor-

versuche mit hochmolekularen Standards haben dies für Dextran (Molekularmasse 

10000 Da) und Glycogen als Homopolymere bestätigt. Massenspektrometrie erlaubt 

sowohl die Bestimmung der Molekularmasse als auch eine bedingte Strukturaufklärung 

durch Fragmentierungsexperimente. Durch in der Ionenquelle induzierte starke Frag-

mentierungen der Zucker können Informationen über deren strukturelle Eigenschaften 

gewonnen werden (siehe 4.4.2.3.2). 

4.4.2.3.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie 

MALDI-TOF Messungen der Arabinomannane (Fraktion B, Abbildung 23) aus SmO 

und SmT wurden unter Verwendung verschiedener Matrizes (siehe 3.3.12.1) durch-

geführt. Optimale Ergebnisse hinsichtlich der Ionisation ließen sich mit 3-Amino-

quinolin als Matrix erzielen. Die Spektren beider Fraktion B-Arabinomannane zeigen 

Signale zwischen m/z 1000 und m/z 4000. Dabei lieferten beide Spektren in allen m/z-

Bereichen Peaks mit charakteristischen Differenzen von ∆ 132 und 162 amu, die durch 

die Abspaltung von Pentosen und Hexosen hervorgerufen werden. Fragmente, die 

dieselbe Anzahl an Zuckern, jedoch unter Austausch einer Hexose gegen eine Pentose 

beinhalten, sind untereinander durch Massenunterschiede von ∆ 30 getrennt (siehe 

4.4.2.3.2). In Abbildung 30 ist das Massenspektrum des Arabinomannans aus SmO dar-

gestellt. 

Das Spektrum zeigt bis zu einem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis von etwa m/z 3500 

Signale. Durch ∆132 amu und/oder ∆162 amu zeigt jeder Peak zu einem weiteren, dass 

es sich jeweils um Ionen handelt, die Pentosen bzw. Hexosen beinhalten. Da durch 

Neutralzuckeranalysen ausschließlich Arabinosen und Mannosen nachgewiesen wurden 

(siehe 4.4.2.1), handelt es sich bei ∆132 amu um die Masse einer Arabinose sowie bei 

∆162 amu um die Masse einer Mannose. Es treten keine weiteren Differenzen auf, die 

nicht auf diese Zucker zurückgehen. Massenunterschiede, die auf andere Zucker oder 

auf Substitutionen von Zuckern hinweisen, treten nicht auf. Desweiteren gibt es keine 

Differenzen, die auf andere Substanzen, wie beispielsweise Proteine oder Lipide, hin-

weisen. Damit sind Verunreinigungen in diesem Massenbereich ausgeschlossen. 

Ähnliche Ergebnisse lieferte das MALDI-TOF-Spektrum des Fraktion B-Arabino-

mannans aus SmT (Spektrum nicht gezeigt). Es handelt sich daher bei den isolierten 
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Polysacchariden um reine Arabinomannane. Das ist in Übereinstimmung mit den zuvor 

durchgeführten chemischen Analysen. 

 

 
Abbildung 30: MALDI-TOF-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. 

Die Messung wurde im positiven Ionen-Modus durchgeführt. Als Matrix wurde 3-Aminoquinolin 

verwendet. Differenzen von 132 amu (---) bzw. 162 amu (---) sind graphisch dargestellt. 

MALDI-TOF Messungen der Fraktion A-Polysaccharide aus SmO und SmT lieferten 

Spektren mit Signalen zwischen m/z 1600 und m/z 3800 (Spektrum nicht gezeigt). 

Neben Differenzen, die durch Pentosen und Hexosen hervorgerufen werden (siehe 

oben), sind Massenunterschiede von ∆ 176 auffällig. Diese sind auf das Vorhandensein 

von Methyl-Hexosen zurückzuführen, in guter Übereinstimmung mit zuvor durch-

geführten Neutralzucker- (siehe Abbildung 24) und Methylierungsanalysen, in denen 

methylierte Hexosen als Bestandteile der Polysaccharide nachgewiesen wurden, (siehe 

4.4.2.2.1.2). 

 

Zur Berechnung theoretischer Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse der einzelnen Ionen 

wurden nicht die MALDI- sondern ESI-Spektren mit höheren Massengenauigkeiten 

herangezogen (siehe Abbildung 31 und Abbildung 32). 
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4.4.2.3.2 ESI FT-ICR Massenspektrometrie 

Zur Bestimmung von genauen Masse-zu-Ladungs-Verhältnissen wurden Messungen der 

hochauflösenden ESI FT-ICR Massenspektrometrie mit den damit verbundenen 

Massengenauigkeiten im ppm-Bereich (siehe unten) herangezogen. Anders als Peptide 

und Proteine sind neutrale Polysaccharide durch Elektrospray ohne vorherige 

Derivatisierungen äußerst schwierig zu ionisieren. So konnten die Polysaccharide aus 

Fraktion A und B (siehe Abbildung 23) nur bei leicht erhöhter Kapillar-Exit-Spannung 

(siehe unten) ionisiert werden mit der Folge, dass neben Molekülionen zusätzliche 

Fragmentionen auftreten. 

Massenspektrometrisch ist eine Unterscheidung zwischen Monosacchariden gleicher 

Massen nicht möglich. Die Verknüpfungen zwischen den einzelnen Monosacchariden 

können auch nur bedingt bestimmt werden. Jedoch ist es im Speziellen möglich, für 

Heteropolysaccharide, die nicht ausschließlich aus Wiederholungseinheiten bestehen, 

Informationen über die Struktur von Haupt- und Seitenketten zu erhalten. Die isolierten 

Fraktion B-Arabinomannane (siehe 4.4.1) bestehen ausschließlich aus Arabinose- und 

Mannose-Resten und damit aus jeweils einer Spezies von Pentosen und Hexosen. Diese 

können massenspektrometrisch durch die Massendifferenz von 30 amu unterschieden 

werden. Auftretende Massendifferenzen von 132 amu (∆mPent) bzw. 162 amu (∆mHex) 

lassen sich daher eindeutig auf das Abspalten von Arabinosen bzw. Mannosen zurück-

führen. Daher ermöglicht die nachgewiesene Zuckerzusammensetzung mit aus-

schließlich Arabinosen und Mannosen die Interpretation massenspektrometrischer 

Experimente, bei denen eine starke Fragmentierung der Polysaccharide induziert wird. 

Diese Fragmentierung kann bei der Elektrospray-Ionisation durch eine zusätzlich 

angelegte Beschleunigungs-Spannung in der Ionenquelle, einer erhöhten Kapillar-Exit-

Spannung (Capillary Skimmer Dissociation, CSD), erreicht werden. Die entstandenen 

Ionen erhalten dadurch eine erhöhte kinetische Energie, die bei Kollision mit Restgas-

Ionen zu gesteigerter Fragmentierung führt. Dabei sind alle Molekül-Ionen gleicher-

maßen betroffen. Es handelt sich damit um eine unspezifische Fragmentierung: Liegt 

bereits vor dem Ionisierungsprozess ein Gemisch vor, wie es typischerweise bei hetero-

genen Polysacchariden der Fall ist, werden alle Molekül-Ionen gleichermaßen frag-

mentiert. Daher kann anschließend anhand des Massenspektrums nicht unterschieden 

werden, welche Fragment-Ionen aus welchen Molekül-Ionen hervorgegangen sind. 

Dennoch lassen sich aus den Fragmentspektren Aussagen über die vorliegenden 

Strukturelemente der Polysaccharide treffen. Besteht zum Beispiel ein solches Arabino-
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mannan aus einer einzigen Arabinan-Domäne, die nur über eine Bindung an ein 

Mannan geknüpft ist, so wird bei einer künstlich erzeugten Fragmentierung ein solches 

Polysaccharid ein Massenspektrum liefern, das Fragmentionen aus ausschließlich 

Arabinosen beinhaltet und Fragmentionen nur aus Mannosen. Im Gegensatz dazu wird 

ein Arabinomannan mit beispielsweise alternierenden Arabinose- und Mannose-Resten 

Fragmentionen bilden, die sowohl aus Pentosen als auch aus Hexosen bestehen. Auf 

diese Weise ist es unter Umständen möglich, Rückschlüsse auf die Verteilung der 

einzelnen Monomere sowie auf Haupt- und Seitenketten zu ziehen. 

Die erhaltenen ESI-Spektren der isolierten Polysaccharide weisen im Vergleich zu den 

MALDI-Spektren (siehe Abbildung 30) in den gleichen m/z-Bereichen ähnliche Serien 

von Molekülionen auf, die sich jedoch in der Anzahl der Natrium-Anlagerung unter-

scheiden. Eine Besonderheit der Ionisation durch Elektrospray ist die Tatsache, dass aus 

hochmolekularen Substanzen mehrfach geladene Ionen entstehen. Die Formation dieser 

Ionen wird durch die Ladungsakkumulation in dem Elektrospray hervorgerufen [348]. 

ESI-Spektren mit mehrfach geladenen Ionen erschweren durch die Vielzahl von 

Signalen die Interpretation der Spektren erheblich. Zur Erleichterung der Auswertung 

wurden daher in den Spektren durch anschließende algorithmische Ladungs-

Dekonvolution mehrfach geladene Ionen rechnerisch in neutrale Moleküle trans-

formiert. Im Falle von Protonierungen geben unterschiedlich geladene Ionen desselben 

Moleküls in den Original-Spektren jeweils ein Peak mit dem entsprechenden m/z-Wert. 

Nach Ladungs-Dekonvolution entsteht aus allen Signalen ein einziger Peak mit [M], der 

zwar im Masse-zu-Ladungs-Verhältnis angegeben wird, als neutrales Molekül aber der 

Molekülmasse entspricht. 

 

]M[]H3M[
]M[]H2M[
]M[]HM[

3

ionDekonvolut2

⎯⎯⎯⎯ →⎯+

⎯⎯⎯⎯ →⎯+

⎯⎯⎯⎯ →⎯+

+

+

+

 

 

Entsprechend der Anzahl der Ladungen werden somit Protonen-Massen subtrahiert. Der 

Algorithmus der Ladungs-Dekonvolution berücksichtigt dabei lediglich das Vorhanden-

sein von Protonen bei Addukt-Ionen. Durch Ionisierungsverfahren, wie MALDI, FAB 

(Fast Atom Bombardement) und ESI, werden neben (M + H)+-Ionen durch Protonierung 

auch (M + K)+- und (M + Na)+-Ionen als Folge von Kationisierungen durch Alkali-

metalle hervorgerufen [349]. Es kann generell nicht unterschieden werden, ob es sich 
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um (M + H), (M + Na) oder um (M + K) handelt. Werden Alkalimetall-Addukte in 

neutrale Moleküle transformiert, so werden bei der Dekonvolution ebenso entsprechend 

der Anzahl der Ladungen dieselbe Anzahl an Protonen-Massen subtrahiert. Im Falle der 

einfachen Natrium-Anlagerung wird so aus [M + Na]+ unter Abzug der Masse eines 

Protons das neutrale [M + Na – H]. Bei mehrfach geladenen Natrium-Addukten 

entstehen dabei dementsprechend zusätzliche Signale. Aus [M + 2Na]2+ wird dabei 

[M + 2Na - 2H] und aus [M + 3Na]3+ wird [M + 3Na – 3H], usw. 

Verallgemeinert gilt daher: 

 

]HNaM[]NaM[ ionDekonvolut ⋅−⋅+⎯⎯⎯⎯ →⎯⋅+ + zzz z  

 

Es entsteht auf diese Weise für jede Anzahl der Ladung ein Peak. Die künstlich 

erzeugten Signale nach Dekonvolution mehrfach geladener Natrium-Addukt-Ionen 

unterscheiden sich daher nicht um die Masse 23 (mNa), sondern um die Masse 22: 

 

22)()( HNa =⋅−⋅ mzmz  

 

Hinsichtlich der Addukt-Ionenbildung ist jedoch die Anzahl der erzeugten Ladungen 

eines Moleküls oder Fragments durch Elektrospray-Ionisation begrenzt. Biomoleküle 

erhalten eine Ladung pro ca. 1000 Da [348]. Das heißt, bei einer Molekularmasse von 

4000 Da sind bis zu vierfach positive Ionen zu erwarten. 

Abbildung 31 zeigt ein dekonvoliertes ESI-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans 

aus SmO. Zahlreiche Signale spiegeln die Heterogenität des Polysaccharids bzw. die in 

der Ionenquelle induzierte zusätzliche Fragmentierung durch CSD wider.  

Das Massenspektrum zeigt zwischen m/z 700 und m/z 4500 zahlreiche Signale mit 

Differenzen untereinander von ∆ 22, ∆ 30, ∆ 132 und ∆ 162 amu. Der größte Peak 

wurde bei m/z 2558,791 detektiert (siehe unten). 
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Abbildung 31: ESI-Massenspektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. 

Die Messung wurde im positiven Ionenmodus aufgenommen. Das Spektrum wurde anschließend 

Ladungs-dekonvoliert. Die Kapillar-Exit-Spannung betrug 250 V. Die angegebenen m/z-Werte ent-

sprechen denen der Monoisotopen-Peaks. 

Auffällig sind Massenunterschiede von 162 amu, die genau der Masse eines Hexose-

Restes entsprechen (siehe z. B. m/z13 - m/z12, m/z11 - m/z10, m/z11 - m/z9, Abbildung 31). 

Entsprechend werden Differenzen von 132 amu von einer Pentose hervorgerufen (siehe 

z. B. m/z12 - m/z10, m/z10 - m/z 9, m/z9 - m/z8, m/z6 - m/z5, Abbildung 31). Aufgrund voran-

gegangener Neutralzucker-Analysen für diese Fraktion B-Polysaccharide (siehe 4.4.2.1) 

handelt es sich bei den Pentosen um Arabinose-Reste und bei den Hexosen um 

Mannose-Reste. Dabei ist zu beachten, das unterschiedliche Serien von Signalen vor-

kommen, die möglicherweise durch weitere Fragmentierung eines Ions entstehen, und 

die mit anderen Clustern überlappen. Das wird u. a. durch Massenunterschiede von 

30 amu deutlich (siehe z. B. m/z11- m/z10, m/z8 - m/z7, Abbildung 31). Diese gehen aus 

dem Austausch von einer Pentose gegen eine Hexose hervor: 
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])1a()1a[()aa(30 PentHexPentHex mmmm ⋅−+⋅+−⋅+⋅=  

 

Dabei kann es sich generell um zwei verschiedene Ionen handeln, von denen eines eine 

Hexose mehr und gleichzeitig eine Pentose weniger aufweist. Denn ein Ion mit 

beispielsweise zwei Hexosen und zwei Pentosen hat einen Massenunterschied von 

30 amu zu einem Fragment mit drei Hexosen und einer Pentose, kann jedoch nicht 

durch Austausch von Zucker-Resten aus diesem hervorgegangen sein. 

Mit abnehmendem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis können Fragmentierungsreihen vor-

kommen, die durch sequentielles Abspalten von einer oder mehr Hexosen und/oder 

Pentosen entstanden sind. Diese Fragmentierungsreihen können mit weiteren über-

lappen, die aus anderen Ionen von höherem oder niedrigerem Masse-zu-Ladungs-

Verhältnis hervorgegangen sind, aber ebenso durch Abspaltung von Hexosen und 

Pentosen weiter fragmentiert sind. Generell kann somit nicht unterschieden werden, ob 

ein Ion in einem CSD-Spektrum ein Molekül- oder Fragment-Ion darstellt. Das heißt, es 

ist nicht möglich zu bestimmen, ob ein Ion bereits vor dem Ionisierungsprozess 

aufgrund der Heterogenität der Substanz vorgelegen hat, oder nach der Ionisierung 

durch die induzierte Fragmentierung entstanden ist. 

Auffällige weitere Differenzen, die auf Substitutionen der Zucker, andere Mono-

saccharide außer Pentosen und Hexosen oder Kontaminationen hinweisen, sind nicht 

vorhanden. Dies ist guter Übereinstimmung mit den zuvor durchgeführten Ergebnissen 

(siehe 4.4.2.1 und 4.4.2.2.2). 

Jedes Signal in dem Spektrum (siehe Abbildung 31) stellt ein Ion des Polysaccharids 

dar, das aus Arabinosen und/oder aus Mannosen besteht. Die Berechnungen der 

einzelnen Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse gehen ausschließlich auf Natrium-Addukte 

zurück. Weitere auffällige Massendifferenzen zwischen den einzelnen Peaks betragen 

∆ 22 amu (m/z5 - m/z4, Abbildung 31). Dieser Unterschied entsteht durch weitere 

Anlagerung von Natrium unter Abzug eines Protons (mNa -mH) und geht auf zweifach 

geladene Ionen im Original-Spektrum zurück (siehe oben). Signalintensive Molekül-

Ionen durch Wasserstoff-Protonierungen (M + H) sind nicht zu beobachten. Das kann 

damit erklärt werden, dass die Arabinomannane durch ein Natrium-haltiges Lösungs-

mittel bei der Affinitäts-Chromatographie isoliert wurden (siehe 3.2.7.3). Der 

überwiegende Teil der Fragmente weist zweifache Natrium-Anlagerungen auf. Drei- 

oder mehrfach geladene Ionen sind bei Molekularmassen ab ca. 3000 Da in geringerem 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 119

Maße ebenfalls zu erwarten. Die Intensität solcher Signale verringert sich jedoch nach 

Dekonvolution zusätzlich, so dass diese möglicherweise an der Nachweisgrenze liegen. 

Zum Nachweis von Addukt-Ionen mit teilweise zweifacher Natrium-Anlagerung wurde 

das Fraktion A-Polysaccharid aus SmO durch Zugabe von Cäsiumjodid im Überschuss 

in eine andere Salzform überführt und erneut massenspektrometrisch gemessen. 

Anschließend konnten zum Teil Addukt-Ionen mit zweifacher Cäsium-Anlagerung 

nachgewiesen werden. Damit konnte eine mehrfache Natrium-Anlagerung bestätigt 

werden. 

Zur exakten Berechnung der Kombinationsmöglichkeiten von Arabinosen und 

Mannosen wurden die Massen der monoisotopischen Peaks herangezogen. Dabei ist zu 

betonen, dass durch starke Überlagerung der Signale nicht immer eindeutig der Mono-

isotopen-Peak aus der Isotopen-Verteilung identifizierbar war. Nach der Dekonvolution 

handelt es sich bei den Spektren nicht um die Original-Messungen, sondern um 

künstlich erzeugte Spektren, so dass Signale zum Teil an der Nachweisgrenze liegen. 

Von einigen Signalen ließen sich jedoch aus der Isotopen-Verteilung eindeutig die 

Monoisotopen-Peaks identifizieren, die zur Berechnung herangezogen wurden. Die 

exakte Massen-Berechnung der Fragmente ergibt sich aus der Summe der mono-

isotopischen Massen der einzelnen Zucker-Reste unter Addition der Masse eines 

Wasser-Moleküls und eines Natrium-Atoms (zweier Natrium-Atome) nach Subtraktion 

der Masse eines Protons (zweier Protonen): 

 

)c()c()b()a( HNaOHManAra 2
mmmmmm/z ⋅−⋅++⋅+⋅=  

 

Die Differenzen zwischen gemessenen und berechneten Masse-zu-Ladungs-

Verhältnissen wurden in Fehlern angegeben. Neben den absoluten Fehlerangaben in 

atomaren Milli-Masseneinheiten wurden auch die relativen Massenabweichungen 

gemäß unten aufgeführter Gleichung in ppm berechnet: 

 

6

theoret

theoretgemessen

m 10]ppm[ ⋅
−

=∆
m/z

m/zm/z
 

 

Die Fehlerangabe in ppm ist anders als die absolute Massenabweichung umgekehrt pro-

portional zur Masse. Das heißt, derselbe absolute Fehler ist bei einem Ion von geringer 

Molekularmasse relativ groß, bei einem hochmolekularen Ion verhältnismäßig gering. 
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Eine Übersicht über die gemessenen und berechneten Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse 

der Signale mit ihren Fragmenten aus Zucker-Resten zeigt Tabelle 6. Alle berechneten 

und gemessenen Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse (mit Ausnahme des Fragments 16) 

sind mit maximaler Abweichung von 4,3 ppm in guter Übereinstimmung. 

Einige Cluster sind auffällig und lassen sich folgendermaßen erklären: 

Peak 16 (m/z 3837,232) kann einem Fragment aus 20 Arabinosen und sieben Mannosen 

unter Anlagerung von zwei Natrium-Atomen entsprechen. Das errechnete Masse-zu-

Ladungs-Verhältnis von m/z 3837,204 weicht mit 7,3 ppm  (hinsichtlich der geräte-

spezifischen Massengenauigkeit von unter 5 ppm)  verhältnismäßig stark ab. Jedoch 

ergibt keine andere Kombination aus ausschließlich Mannosen und Arabinosen eine 

theoretische Masse von 3837,232 ±0,004 (= 5 ppm). Aus diesem Fragment kann das 

Fragment 15 (m/z 3309,032) durch Abspaltung von vier Arabinose-Resten (∆ 528 = 4 x 

132) entstanden sein (m/ztheoret. 3309,035). Unter Abgang von zwei Mannosen kann 

dieses Fragment wiederum zu Peak 13 (m/z 2984,921) mit 16 Arabinosen und fünf 

Mannosen (m/ztheoret. 2984,929) geführt haben. Nach weiterer Abspaltung von einer 

Mannose zu Peak 12 (m/z 2822,871; m/ztheoret. 2822,876) und Abgang einer Arabinose 

kann Peak 10 (m/z 2690,831; m/ztheoret. 2690,834) mit 15 Arabinosen und vier Mannosen 

unter Anlagerung von zwei Natrium-Atomen entstanden sein. Von diesem Fragment 

ausgehend lässt sich ein Cluster über Peak 9 (m/z 2558,791; m/ztheoret. 2558,792) und 

Peak 7 (m/z 2396,730; m/ztheoret. 2396,739) und eines über Peak 8 (m/z 2426,743; 

m/ztheoret. 2426,750) zu Peak 6 (m/z 1978,622; m/ztheoret. 1978,623) und weiterhin über die 

Peaks  5 (m/z 1868,563; m/ztheoret. 1868,570), 4 (m/z 1846,573; m/ztheoret. 1846,581) und 3 

(m/z 1420,438; m/ztheoret. 1420,444) bis Peak 2 (m/z 964,292; m/ztheoret. 964,296) mit 

sieben Arabinosen unter Anlagerung von einem Natrium-Atom verfolgen. 

Ein weiteres Cluster kann von dem Fragment 16 (m/z 3837,232; m/ztheoret. 3837,204) 

über die Peaks 14 (m/z 3086,961; m/ztheoret. 3086,961), 12 (m/z 2822,871; m/ztheoret. 

2822,876) zu Peak 10 (m/z 2690,831; m/ztheoret. 2690,834) usw. durch Abspaltung von 

Hexosen und/oder Pentosen erklärt werden (siehe oben). 

Ausgehend von Peak 13 (siehe oben) können alle Fragmente bis hin zu Peak 2 (siehe 

oben) unter Abspaltung von Hexosen und/oder Pentosen verfolgt werden. 
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Tabelle 6: Übersicht über die monoisotopischen gemessenen und berechneten Masse-zu-Ladungs-

Verhältnisse der Fragmente des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO nach ESI FT-MS. 

Die Identifizierung der Pentosen als Arabinose- und der Hexosen als Mannose-Reste ergibt sich aufgrund 

der Neutralzucker-Bestimmungen. Die Nummerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 31. 

Peak m/zgemessen Fragment m/ztheoret. ∆m absolut 

[mmu]

∆m relativ 

[ppm]

1 892,271 [4 Ara + 2 Man + Na - H] 892,274 3 3,4

2 964,292 [7 Ara + Na - H] 964,296 4 4,1

3 1420,438 [8 Ara + 2 Man + Na - H] 1420,444 6 4,2

4 1846,573 [10 Ara + 3 Man + Na - H] 1846,581 8 4,3

5 1868,563 [10 Ara + 3 Man + 2 Na - 2 H] 1868,570 7 1,6

6 1978,622 [11 Ara + 3 Man + Na - H] 1978,623 1 0,5

7 2396,730 [14 Ara + 3 Man + 2 Na - 2 H] 2396,739 9 3,8

8 2426,743 [13 Ara + 4 Man + 2 Na - 2 H] 2426,750 7 2,9

9 2558,791 [14 Ara + 4 Man + 2 Na - 2 H] 2558,792 1 0,4

10 2690,831 [15 Ara + 4 Man + 2 Na - 2 H] 2690,834 3 1,1

11 2720,843 [14 Ara + 5 Man + 2 Na - 2 H] 2720,845 2 0,7

12 2822,871 [16 Ara + 4 Man + 2 Na - 2 H] 2822,876 5 1,8

13 2984,921 [16 Ara + 5 Man + 2 Na - 2 H] 2984,929 8 2,7

14 3086,961 [18 Ara + 4 Man + 2 Na - 2 H] 3086,961 0 0,0

15 3309,032 [16 Ara + 7 Man + 2 Na - 2 H] 3309,035 3 0,9

16 3837,232 [20 Ara + 7 Man + 2 Na - 2 H] 3837,204 28 7,3

 

Diese dargestellten Cluster sind nicht zwingend Serien, in denen ein Fragment aus 

einem anderen hervorgeht. Theoretisch können beispielsweise zwei Fragmente (siehe 

Peak 12 und 13, Tabelle 6), die sich nur in der Masse eines Zucker-Restes unter-

scheiden durch anschließende Fragmentierung unter Abspaltung eines Zucker-Restes 

auseinander hervorgegangen sein. Andererseits können sie unabhängig voneinander bei 

der Ionisation aufgrund der Heterogenität des Polysaccharids entstanden sein und eine 

andere Struktur, wie Zucker-Sequenz und/oder Bindungsart, aufweisen. 

Auffällig ist, dass alle signalintensiven Fragmente mehr Arabinose- als Mannose-Reste 

aufweisen. Dabei kommt in jedem Fragment mindestens die doppelte Anzahl von 

Arabinosen wie von Mannosen vor. Im Durchschnitt sind sogar viermal so viele 

Arabinosen im Vergleich zu Mannosen pro Fragment vorhanden. 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 122 

Das Vorhandensein von überwiegend Arabinosen ist in Übereinstimmung mit den zuvor 

durchgeführten Neutralzucker-Bestimmungen (siehe 4.4.2.1) und Methylierungs-

analysen (siehe 4.4.2.2.2). 

 

 
Abbildung 32: ESI-Massenspektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmT. 

Die Messung wurde im positiven Ionenmodus aufgenommen. Die Kapillar-Exit-Spannung betrug 250 V. 

Das Spektrum wurde anschließend Ladungs-dekonvoliert. Die angegebenen m/z-Werte entsprechen denen 

der Monoisotopen-Peaks. 

Abbildung 32 zeigt ein dekonvoliertes ESI-Massenspektrum des Fraktion B-Arabino-

mannans aus SmT. Das Spektrum zeigt zwischen m/z 1100 und m/z 4600 zahlreiche 

Signale mit charakteristischen Differenzen von ∆ 22, ∆ 30, ∆ 132 und ∆ 162 amu, die 

auf Massenunterschiede von Natrium, Pentosen und Hexosen zurückzuführen sind 

(siehe oben). Die intensivsten Signale liegen in dem Bereich von m/z 2660 bis  

m/z 3660. Auch in diesem Spektrum treten keine weiteren Differenzen auf, die auf 

Substitutionen der Zucker, andere Monosaccharide außer Pentosen und Hexosen oder 

Kontaminationen hinweisen. Auch dies ist damit in Übereinstimmung mit den zuvor 

durchgeführten Ergebnissen (siehe 4.4.2.1, 4.4.2.2). 
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Wie man diesem Spektrum entnimmt, liegen zahlreiche Signale stark überlagert vor, so 

dass die Isotopen-Verteilung schwer zu erkennen ist. Von einigen Signalen konnten 

dennoch die Monoisotopen-Peaks identifiziert werden, um Kombinationen aus Hexosen 

und Pentosen zu berechnen. Tabelle 7 stellt eine Übersicht über die gemessenen und 

berechneten Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse einiger Signale mit ihren Fragmenten aus 

Zucker-Resten dar. 

Die berechneten und gemessenen Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse sind auch hier mit 

maximaler Abweichung von 5,0 ppm in guter Übereinstimmung. Einige Cluster können 

auch in diesem Spektrum erklärt werden. Mit einfacher Anlagerung von Natrium 

können folgende Fragmente berechnet werden: Von Peak 11 mit zehn Arabinosen und 

20 Mannosen (m/z 4601,489; m/ztheoret. 4601,479) kann durch Abspaltung von vier 

Mannose-Resten das Fragment 10 mit zehn Arabinosen und 16 Mannosen 

(m/z 3953,280; m/ztheoret. 3953,268) entstanden sein und durch weitere Abspaltung von 

zwei Mannosen das Fragment 8 mit zehn Arabinosen und 14 Mannosen (m/z 3629,175; 

m/ztheoret. 3629,162). Ein weiteres Cluster bilden die Peaks 9, 7, 2 und 1, die ebenso 

Fragmente mit einfacher Natrium-Anlagerung darstellen, und möglicherweise aus-

einander hervorgehen. 

Mit zweifacher Anlagerung von Natrium sind die Peaks 3, 4, 5 und 6 zu erklären. Aus 

dem Fragment 6 mit 16 Ara und sieben Man (m/z 3309,031; m/ztheoret. 3309,035) können 

durch sequentielle Abspaltung von Mannosen und Arabinosen die Fragmente 5 und 4 

bis 3 mit 14 Ara und drei Man (m/z 2396,731; m/ztheoret. 2396,739) entstanden sein. 

Auch an dieser Stelle ist zu erwähnen, dass theoretisch jedes Ion unabhängig von 

anderen durch zusätzlich induzierte Fragmentierung in der Ionenquelle entstanden sein 

kann und nicht zwingend aus anderen hervorgegangen sein muss.  

Ein einziges Fragment besteht ausschließlich aus Mannosen (siehe 2, Tabelle 7). Ein 

derartiges Fragment wurde in dem Arabinomannan aus SmO nicht nachgewiesen. 

Weiterhin fällt im Vergleich zu dem Spektrum des Arabinomannans aus SmO (siehe 

Abbildung 31) auf, dass dieses Spektrum (siehe Abbildung 32) ein Cluster mit Frag-

menten mit mehr Mannosen als Arabinosen aufweist (2, 7 bis 11, Tabelle 7), während 

ein Cluster Fragmente mit deutlich mehr Arabinosen aufweist (1 und 3 bis 6, Tabelle 7). 

Auch dies in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Neutralzucker-

bestimmung (siehe 4.4.2.1) und Methylierungsanalyse (siehe 4.4.2.2). 
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Tabelle 7: Übersicht über die monoisotopischen gemessenen und berechneten Masse-zu-Ladungs-

Verhältnisse der Fragmente des Fraktion B-Arabinomannans aus SmT nach ESI FT-MS. 

Die Identifizierung der Pentosen als Arabinose- und der Hexosen als Mannose-Reste ergibt sich aufgrund 

der Neutralzucker-Bestimmungen. Die Nummerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 32. 

Peak m/zgemessen Fragment m/ztheoret. ∆m absolut 

[mmu]

∆m relativ 

[ppm]

1 1420,442 [8 Ara + 2 Man + Na - H] 1420,444 2 1,4

2 1984,631 [12 Man + Na - H] 1984,634 3 1,5

3 2396,731 [14 Ara + 3 Man + 2 Na - 2 H] 2396,739 8 3,3

4 2660,817 [16 Ara + 3 Man + 2 Na - 2 H] 2660,824 7 2,6

5 2984,928 [16 Ara + 5 Man + 2 Na - 2 H] 2984,929 1 0,3

6 3309,031 [16 Ara + 7 Man + 2 Na - 2 H] 3309,035 4 1,2

7 3569,159 [12 Ara + 12 Man + Na - H] 3569,141 18 5,0

8 3629,175 [10 Ara + 14 Man + Na - H] 3629,162 5 1,4

9 3731,185 [12 Ara + 13 Man + Na - H] 3731,194 9 2,4

10 3953,280 [10 Ara + 16 Man + Na - H] 3953,268 12 3,0

11 4601,489 [10 Ara + 20 Man + Na - H] 4601,479 10 2,2

 

Die ESI-Spektren liefern neue Informationen über die Struktur der Arabinomannane. 

Die größten Fragmente bestehen in beiden Arabinomannanen aus Arabinosen und 

Mannosen. Es kommen kaum Fragmente mit ausschließlich Arabinosen oder Mannosen 

vor. Die Signale mit m/z 1420,44, m/z 2396,73 und m/z 3309,03 (siehe 3, 7, 15, Tabelle 

6; 1, 3, 6, Tabelle 7) kommen in beiden Arabinomannanen vor. Dabei handelt es sich 

um Fragmente mit überwiegendem Arabinose-Anteil. Während das Spektrum aus SmO 

Fragmente mit mindestens 18 Arabinosen aufweist (siehe 14, Tabelle 6), liefert das ent-

sprechende Spektrum aus SmT Fragmente mit nicht mehr als 16 Arabinosen (siehe 4, 5, 

6, Tabelle 7). Andererseits wurden in der Messung des Arabinomannans aus SmT 

Fragmente mit bis zu 20 Mannosen nachgewiesen (siehe 11, Tabelle 7). In der ent-

sprechenden Messung von SmO wurden Fragmente mit nicht mehr als sieben Mannosen 

nachgewiesen (siehe 15, 16, Tabelle 6). 

Auffällig ist auch, dass Fragmente mit überwiegend Mannose-Resten jeweils einfache 

Natrium-Anlagerungen aufweisen, während die Fragmente mit mehr Arabinosen zwei-

fache Natrium-Anlagerungen zeigen. Die Ursache dafür ist zunächst nicht zu erklären. 
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Die ESI-Spektren der Fraktion A-Polysaccharide zeigten zu den Massendifferenzen von 

∆ 162 zusätzliche Differenzen von ∆ 176. Diese sind auf das Vorhandensein 

methylierter Hexosen zurückzuführen, die zuvor bereits durch Neutralzucker-

bestimmungen (siehe 4.4.2.1) und Methylierungsanalysen (siehe 4.4.2.2.1.2) 

nachgewiesen wurden. Beide Spektren zeigen eine ähnliche charakteristische Verteilung 

von Signalen im Bereich von m/z 1000 bis m/z 3800. Die Messungen lieferten einige 

identische Signale bei m/z 1976,7, m/z 3024,1, m/z 3686,3. Die Berechnung 

theoretischer Massen ist durch die Anzahl an Kombinationsmöglichkeiten von 

Pentosen, Hexosen und Methylhexosen äußerst schwierig. Die vorangegangen 

Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei den Fraktion A-Polysacchariden nicht 

um Reinisolate handelt. Dies erschwert die Interpretation der Spektren zusätzlich. Für 

jede Kombination muss berücksichtigt werden, dass bei Molekularmassen von ca. 

1000 Da und mehr mehrfach geladene Addukt-Ionen entstanden sein können, dessen 

Massen nach Dekonvolution dementsprechend um 22 amu erhöht sind. Somit liefert 

jedes Signal eine Vielzahl von möglichen Kombinationen. Da die notwendigen Mono-

isotopenpeaks nicht immer eindeutig erkennbar waren, konnten generell keine Massen-

berechnungen durchgeführt werden. Das Signal bei m/z 1976,756 konnte als monoiso-

topischer Peak identifiziert werden. Rechnerisch sind für dieses Fragment folgende 

Kombinationen möglich: 

 

[8 Pent + 5 Hex + 5 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 1976, 680 

[4 Pent + 8 Hex + 8 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 1976, 716 

[11 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 1976, 753 

 

Das Fragment von 11 Methylhexosen unter Anlagerung eines Natrium-Atoms ist sehr 

wahrscheinlich. Die theoretische Masse von 1976,753 ist in optimaler Über-

einstimmung. 

 

Für das Fragment bei m/z 3685,356 sind rechnerisch u. a. folgende Kombinationen aus 

Zuckern möglich: 
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[14 Pent + 10 Hex + 1 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 3685,188 

[10 Pent + 10 Hex + 4 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 3685,224 

[6 Pent + 10 Hex + 7 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 3685,261 

[2 Pent + 10 Hex + 10 MeHex + Na – H]: m/ztheoret. 3685,297 

 

Keine dieser Kombinationsmöglichkeiten ist jedoch hinsichtlich des theoretischen 

Masse-zu-Ladungs-Verhältnisses in ausreichender Übereinstimmung mit der ge-

messenen. Daher kann diesem Ion keine Zucker-Kombination zugeordnet werden. Ähn-

lich dazu konnten alle weiteren Peaks in den Spektren nicht erklärt werden. 

4.4.2.4 Ergebnisse der NMR-Spektroskopie 

Die Ergebnisse der NMR-Spektroskopie unterstützen die vorangegangenen physiko-

chemischen Analysen.  

In Abbildung 33 ist das eindimensionale 1H-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabino-

mannans aus SmT dargestellt. Im Bereich der anomeren Protonen (5,5 – 4,5 ppm) 

liegen zwei dominante Signale mit chemischer Verschiebung, die typisch für Zucker 

von α-Konfiguration sind. Abbildung 34 zeigt das entsprechende 1H-NMR-Spektrum 

des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. In der Region der anomeren Protonen liegen 

mindestens zehn Signale zum Teil überlappend vor. Schwache Signale zwischen 1,05 

ppm und 2,8 ppm gehen auf gerinfügige Kontaminationen sowie Signale bei 1,9 ppm 

auf Essisäure zurück Das Vorhandensein von Fettsäuren kann für beide Arabino-

mannane durch das Fehlen charakteristischer Signale um 0,9 ppm (für –CH3-) und 1,3 

ppm (für –CH2-) ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 33: 1H-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmT. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Bezeichnung der Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 8. 

 
Abbildung 34: 1H-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Bezeichnung der Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 9. 
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Abbildung 35: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmT. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,85 – 5,35 ppm). Bezeichnung der 

Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 8. 
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Abbildung 36: Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,85 – 5,35 ppm). Bezeichnung der 

Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 9. 
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Die eindimensionalen 1H-NMR-Spektren (siehe Abbildung 35 und Abbildung 36) der 

Arabinomannane aus SmT und SmO zeigen im Bereich der anomeren Protonen (4,5 – 

5,5 ppm) zehn zum Teil überlappende Signale (siehe A – J). Es wurden in beiden 

Spektren dieselben Signale unterschiedlicher Intensitäten identifiziert. Durch zwei-

dimensionale NMR-Experimente, wie COSY (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38) 

und HMQC (siehe Abbildung 39 und Abbildung 40) konnten überlappende Signale 

differenziert werden. So konnte in dem 1H-NMR-Spektrum des Arabinomannans aus 

SmT das Signal bei 5,13 ppm (siehe Abbildung 35) durch zweidimensionale COSY- 

und HMQC-Spektren als drei Signale identifiziert werden. Ein H1-Signal bei 5,123 ppm 

korreliert mit H2 bei 4,300 ppm (siehe G1,2 inAbbildung 37), ein weiteres H1-Signal 

bei 5,123 ppm zeigt ein Kreuzsignal im COSY-Spektrum mit H2 bei 4,042 ppm (siehe 

F-c1,2 inAbbildung 37). Ein drittes Signal wurde bei 5,132 ppm (siehe Abbildung 35) 

durch Korrelation mit H2 bei 4,034 ppm (siehe F-b1,2 in Abbildung 37) identifiziert. 

Daraus ergibt sich die Bezeichnung der Monosaccharid-Einheiten. Versalien A bis J 

kennzeichen unterschiedliche Monosaccharid-Reste. Die Zusätze -a bis -c unterscheiden 

identische Reste desselben Substitutionsmusters mit anderer chemischen Verschiebung 

(aufgrund von unterschiedlichen Positionen innerhalb des Moleküls). Weiterhin wurden 

zwei überlappende Signale bei 5,095 ppm (siehe H in Abbildung 35) als 5,089 ppm 

(siehe H-b in Abbildung 39 und H-b1,2 in Abbildung 37) und 5,098 ppm (siehe H-a in 

Abbildung 39 und H-a1,2 in Abbildung 37) in zweidimensionalen Spektren 

differenziert. Das größte Signal bei 5,045 ppm (siehe I in Abbildung 35) ließ sich auf 

dieselbe Weise in zwei Signale bei 5,031 ppm (siehe I-b in Abbildung 39 und I-b1,2 in 

Abbildung 37) und 5,048 ppm (siehe I-a in Abbildung 39 und I-a1,2 in Abbildung 37) 

trennen. 

Analog dazu wurden in dem 1H-NMR-Spektrum des Arabinomannans aus SmO (siehe 

Abbildung 36) überlappende Signale durch zweidimensionale Experimente 

differenziert. Das Signal bei 5,12 ppm (siehe Abbildung 36) wurde als zwei Signale bei 

5,116 ppm (siehe G1,2 in Abbildung 38) und 5,132 ppm (siehe F1,2 inAbbildung 38) 

identifiziert. Dementsprechend wurden die Signale H (5,09 ppm) und C (5,17 ppm) in 

Abbildung 36 weiter in H-a, H-b und H-c sowie in C-a und C-b separiert (siehe 

Abbildung 38). 
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Abbildung 37: 1H, 1H-COSY-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmT. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,85 – 5,35 ppm). Bezeichnung der 

Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 8. 
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Abbildung 38: 1H, 1H-COSY-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus SmO. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,85 – 5,35 ppm). Bezeichnung der 

Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 9. 
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Die Zuordnungen der chemischen Verschiebung einzelner Protonen erfolgte durch 

COSY- und TOCSY-Spektren (TOCSY-Spektren nicht gezeigt). Die chemische 

Verschiebung der einzelnen Kohlenstoffatome wurde durch HMQC- und HMBC-

Spektren ermöglicht. Es wurden ausschließlich Zuckerreste in α-Konfiguration 

identifiziert. Für alle Mannose-Reste wurde diese Konfiguration durch Bestimmung der 

Kopplungskonstanten von JH1,C1 > 170 Hz in einem HMQC-Experiment ohne 

Entkopplung (Spektren nicht gezeigt) festgelegt. Die Zuordnung der glycosidischen 

Konfiguration für alle Arabinose-Reste war allein anhand der chemischen Verschiebung 

des jeweiligen C1 möglich. 

Es wurden in dem Arabinomannan aus SmT sechs verschiedene Arabinose-Reste 

zugeordnet (A, B, C, G, H-a und H-b in Tabelle 8), die ausschließlich in furano-

sidischer Ringform vorliegen. Die Signallagen der einzelnen 13C-Signale wurden mit 

denen unsubstituierter Monosaccharide verglichen [350] und führten zur Identifizierung 

substituierter Kohlenstoffatome. So war die C2-Resonanz der Ara A um ca. 2,4 ppm 

zum Tieffeld hin (Substitution an O2) verschoben und damit Ara A als 2-substituiert 

identifiziert. Weitere Substitutionen wurden aufgrund fehlender Zuordnung der 

restlichen Ringprotonen nicht nachgewiesen. Desgleichen wurde Ara B (∆ 2,4 ppm) als 

2-substituierte Ara identifiziert. Für Ara C kann eine Substitution an O2 ausgeschlossen 

werden, obwohl die chemische Verschiebung für C2 mit 76,0 – 80,9 nicht eindeutig 

festgelegt ist. Für Ara G ist die C3-Resonanz aufgrund des Glycosylierungseffektes um 

ca. 2,4 ppm zum Tieffeld verschoben. Damit konnte Ara G als 3-substituierte Ara 

identifiziert werden. Ob es sich dabei um eine 3,5-substituierte Ara handelt, wie sie 

aufgrund der Methylierungsanalyse (siehe 4.4.2.2.2) als Bestandteil (~16 mol%) dieses 

Arabinomannans nachgewiesen wurden, ist aufgrund der fehlenden Zuordnung rest-

licher Protonen (H4, H5, H5’) nicht eindeutig. Die C5-Resonanzen waren für Ara H-a 

und Ara H-b jeweils um etwa 2,2 ppm zum Tieffeld verschoben und zeigen damit 

Substitutionen an O5 an. Neben diesen Arabinose-Resten wurden acht verschiedene 

Mannose-Reste identifiziert (D, E, F-a, F-b, F-c, I-a, I-b und J in), die ausschließlich 

pyranosidisch vorliegen. Die chemische Verschiebung der C2 von jeweils Man D und 

Man E zeigen im Vergleich zu terminalen Mannosen [351]eine Substitution an O2 an 

(∆3,6 ppm für C2Man D bzw. ∆2,9 ppm für C2Man E). Für Man D und Man E sind weitere 

Substitutionen möglich, insbesondere an O6, da aufgrund der Methylierungsanalyse als 

einzige 2-gebundene disubstituierte Mannose eine 2,6-Man zu erwarten ist (siehe 

4.4.2.2.2). 
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Abbildung 39: Ausschnitt aus dem HMQC-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus 

SmT. 

Bedingungen siehe Abbildung 35. Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,5 – 5,35 ppm). 

Bezeichnung der Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 8. 
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Abbildung 40: Ausschnitt aus dem HMQC-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus 

SmO. 

Bedingungen siehe Abbildung 36. Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,5 – 5,4 ppm). 

Bezeichnung der Monosaccharid-Einheiten siehe Tabelle 9. 
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Die Bestimmung weiterer Substitutionen ist wegen fehlender Zuordnung der 

Resonanzen an H3 (bei Man E) H4, H5 und im Speziellen an H6/H6’ nicht möglich. 

Man F-a, Man F-b und Man F-c wurden als 2,6-substituierte Mannosen (siehe oben) 

identifiziert, da jeweils C2 und C6 Tieffeld-verschoben erscheinen (ca. ∆5,6 ppm für je 

C2 und etwa ∆2,4 ppm für je C6). Die Resonanzen der C2, C3, C4 und C6 der Man I-a 

und Man I-b zeigen keine auffälligen Abweichungen, die auf Substitutionen hinweisen. 

Sie wurden daher jeweils als terminale Mannosen identifiziert. Man J zeigt bezüglich 

C6 eine Tieffeld-Verschiebung von ∆1,3 ppm. Damit handelt es sich um eine 6-

substituierte Mannose. 

Entsprechend wurden die Substitutionen der Zuckerreste des Arabinomannans aus SmO 

(siehe Tabelle 9) festgelegt. 
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Tabelle 8: 1H-NMR-Daten des Arabinomannans aus SmT. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Zuordnungen der chemischen Verschiebungen erfolgten durch homonukleare 1H,1H-COSY und 

TOCSY sowie durch HMQC. Versalien A bis J kennzeichnen unterschiedliche Monosaccharid-Einheiten. 

Die Zusätze –a bis –c unterscheiden identische Monosaccharid-Reste desselben Substitutionsmusters mit 

anderer chemischer Verschiebung. n. b.: nicht bestimmt. 

chemische Verschiebung (ppm) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5/H-5’ H-6/H-6’ 

Zuckerrest 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 

A 5,259 4,189 4,099 4,041 n.b. - 
2-α-Araf 105,4 87,0 n.b. n.b. n.b. - 

B 5,186 4,189 4,107 4,107 3,735/3,871 - 
2-α-Araf 105,6 87,0 75,0 83,0 61,0 - 

C 5,173 4,146 n.b. n.b. n.b. - 
α-Araf 107,0 76,0-80,9 n.b. n.b. n.b. - 

D 5,160 4,029 3,967 n.b. n.b. n.b. 
2-α-Manp 98,2 76,7 70,4 n.b. n.b. n.b. 

E 5,153 4,157 n.b. n.b. n.b. n.b. 
2-α-Manp 101,3 76,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 

F-a 5,137 4,034 3,966 3,822 n.b. 3,763/3,906
2,6-α-Manp 98,1 78,7 70,3 66,4 n.b. 66,6 

F-b 5,132 4,034 3,966 3,822 n.b. 3,763/3,906
2,6-α-Manp 98,1 78,6 70,3 66,4 n.b. 66,6 

F-c 5,123 4,042 3,933 3,815 3,815 4,000/3,705
2,6-α-Manp 98,1 78,7 70,5 66,5 71,0 65,6 

G 5,123 4,300 4,100 n.b. n.b. - 
3-α-Araf 107,4 79,0 82,3 n.b. n.b. - 

H-a 5,098 4,139 4,027 4,217 3,904/3,810 - 
5-α-Araf 107,4 80,9 78,6 82,2 66,7 - 

H-b 5,089 4,139 4,038 4,210 3,896/3,810 - 
5-α-Araf 107,4 80,9 76,6 82,3 66,7 - 

I-a 5,048 4,080 3,820 3,682 3,767 3,898/3,760
t-α-Manp 102,2 70,0 70,5 66,7 73,2 61,0 

I-b 5,031 4,075 3,851 3,659 3,764 3,899/3,764
t-α-Manp 102,2 70,0 70,5 66,4 73,3 61,0 

J 4,921 4,004 3,816 n.b. n.b. 4,036/n.b 
6-α-Manp 99,6 69,9 70,5 n.b. n.b. 65,5 
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Tabelle 9: 1H-NMR-Daten des Arabinomannans aus SmO. 

Die Messungen wurden bei 27°C in D2O bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 

ppm). Zuordnungen der chemischen Verschiebungen erfolgten durch homonukleare 1H,1H-COSY und 

TOCSY sowie durch HMQC. Versalien A bis J kennzeichnen unterschiedliche Monosaccharid-Einheiten. 

Die Zusätze –a bis –c unterscheiden identische Monosaccharid-Reste desselben Substitutionsmusters mit 

anderer chemischer Verschiebung. n. b.: nicht bestimmt.n. b.: nicht bestimmt. 

chemische Verschiebung (ppm) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5/H-5’ H-6/H-6’ 

Zuckerrest 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 

A 5,252 4,179 4,092 4,031 3,850/3,733 - 
2-α-Araf 106,1 87,8 n.b. n.b. n.b. - 

B 5,181 4,181 4,100 4,098 3,856/3,740 - 
2-α-Araf 106,4 87,9 75,7 84,1 61,5 - 

C-a 5,174 4,211 n.b. n.b. n.b. - 
α-Araf 107,9 83,0 n.b. n.b. n.b. - 

C-b 5,168 4,136 4,025 4,205 3,889/3,805 - 
5-α-Araf 107,9 81,7 79,6 n.b. 67,3 - 

D 5,156 4,020 3,955 n.b. n.b. n.b. 
2-α-Manp 98,9 77,5 71,1 n.b. n.b. n.b. 

E 5,151 4,151 4,114 4,018 3,739 3,839/3,704
2,6-α-Manp 101,3 76,7 74,9 70,9 74,1 68,9 

F 5,132 4,025 3,954 n.b. n.b. n.b. 
2,6-α-Manp 98,9 79,0 71,0 n.b. n.b. n.b. 

G 5,116 4,292 4,097 n.b. n.b. - 
3-α-Araf 108,1 79,8 83,8 n.b. n.b. - 

H-a 5,097 4,138 4,014 4,226 3,795/3,897 - 
5-α-Araf 108,2 81,7 77,4-79,5 83,0 67,3 - 

H-b 5,089 4,137 4,013 n.b. n.b. - 
α-Araf 108,2 n.b. n.b. n.b. n.b. - 

H-c 5,085 4,132 4,030 n.b. n.b. - 
α-Araf 108,2 81,7 n.b. n.b. n.b. - 

I-a 5,043 4,075 3,818 3,666 3,756 3,884/3,900
t-α-Manp 102,9 70,7 71,5 76,5 74,1 61,7 

I-b 5,026 4,076 3,845 n.b. n.b. n.b. 
α-Manp 103,0 70,8 71,3 71,3 n.b. n.b. 

J 4,918 3,993 3,844 n.b. n.b. n.b. 
α-Manp 100,4 71,0 71,3 67,5 n.b. n.b. 
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Die Primärstruktur der Arabinomannane wurde durch ROE-Experimente (siehe 

Abbildung 41 und Abbildung 42) anhand von interresidualen Kontakten bestimmt. In 

dem Arabinomannan aus SmT wurden dabei Kern-Overhauser-Effekte von dem Proton 

D1 sowie von dem Proton E1 zu dem Proton B2 beobachtet. Damit sind jeweils 2-

substituiere Mannose-Reste an Position 2 der Arabinose-Reste geknüpft. Weiterhin 

wurden interresiduale Effekte zwischen Proton I-a1 und Proton F-c2 beobachtet. Damit 

sind terminale Mannosen an Position 2 der 2,6-substituierten Mannosen gebunden. Ein 

NOE zwischen Proton F-a1 und Proton J6 zeigt die Substitution der 6- substituierten 

Mannose mit der 2,6-substituierte Mannosen an. Entsprechend liegt ein interresidualer 

Kontakt zwischen Proton J1 und Proton F6 vor. Damit liegt eine Kette aus 6- und 2,6-

substituierten Mannosen vor, die über eine 1 6 Bindung miteinander verknüpft sind. 

Davon ist wiederum jede 2,6-substituierte Mannose an Position 2 mit terminalen 

Mannosen substituiert. Ferner liegt eine Verknüpfung mit terminalen Mannosen an 

Position 2 der 2-substituierten Mannosen vor. Diese Bindung wird durch den NOE 

zwischen Proton I-b1 und Proton D2 identifiziert. 

Für das Arabinomannan aus SmO wurden folgende NOE beobachtet: Zwischen Proton 

B1 und Proton G3 wird die Bindung der 2-substituierten Arabinose an Position 3 der 3-

substituierten Arabinose deutlich. Der interresiduale Effekt zwischen Proton D1 und 

Proton B2 zeigt die 1 2 Bindung zwischen 2- substituierter Arabinose und 2-

substituierter Mannose. Der NOE zwischen Proton G1 und Proton C5 zeigt, dass die 5-

substituierte Arabinose an Position 5 mit einer 3-substituierten Arabinose verknüpft ist. 

Kontakte zwischen Proton J1 und E6 sowie zwischen I-b1 und F2 zeigen einerseits, 

dass die 6-substituierten Mannosen an Position 6 und terminale Mannosen an Position 2 

der 2,6-substituierten Mannosen geknüpft sind. 
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Abbildung 41: Ausschnitt aus dem ROESY-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus 

SmT.  

Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,5 – 5,35 ppm). Die Messungen wurden bei 27°C in D2O 

bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 ppm). Bezeichnung der Monosaccharid-

Einheiten siehe Tabelle 8. 
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Abbildung 42: Ausschnitt aus dem ROESY-NMR-Spektrum des Fraktion B-Arabinomannans aus 

SmO. 

Gezeigt ist die Region der anomeren Protonen (4,5 – 5,35 ppm). Die Messungen wurden bei 27°C in D2O 

bei 600 MHz durchgeführt (interner Standard Aceton 2,225 ppm). Bezeichnung der Monosaccharid-

Einheiten siehe Tabelle 9. 
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4.5 Untersuchungen zur biologischen Aktivität der 

Arabinomannane 

Ob die isolierten Polysaccharide aus der Kapsel von M. avium biologische Aktivität 

besitzen, wurde durch in vitro Systeme getestet. 

Dabei wurde die TNF-α-und IL-10-Freisetzung muriner Makrophagen und humaner 

dendritischer Zellen, sowie die INF-γ-Produktion humaner mononukleärer Zellen nach 

Stimulation mit diesen isolierten Arabinomannanen bestimmt. 

Nach einer mykobakteriellen Infektion wird TNF-α als proinflammatorisches Zytokin 

von ruhenden Makrophagen sezerniert, um Lymphozyten an den Ort der Infektion zu 

rekrutieren und um lokale Entzündungsreaktionen zu induzieren. Von T-Lymphozyten 

sezerniertes INF-γ aktiviert Gewebsmakrophagen, die dann zur körpereigenen Abwehr 

beitragen. IL-10 gilt als immuninhibitorisches Zytokin und wird wahrscheinlich frei-

gesetzt, um eine überschiessende Immunantwort zu unterdrücken (siehe 1.1.2.1.1). Um 

eine mögliche biologische Aktivität der isolierten mykobakteriellen Polysaccharide zu 

bestimmen, wurden diese Zytokine nach Stimulierung von Immunzellen gemessen, da 

es sich bei diesen Mediatoren um Substanzen handelt, die in Rahmen jeder Immun-

antwort auf eine Infektion eine Rolle spielen. Dabei wurden sowohl humane als auch 

murine Zellkulturen herangezogen. 

In der Literatur ist beschrieben, dass Arabinomannan-Präparate aus M. tuberculosis 

immunmodulatorische Eigenschaften besitzen. Es wurde festgestellt, dass diese 

Substanzen im Maus-Modell eine Anti-Tumor-Wirkung hervorrufen [304;305]. Daher 

wurde in vitro getestet, ob die isolierten Arabinomannane ebenfalls immunmodula-

torische Eigenschaften besitzen, die zur Zytotoxizität mononukleärer Zellen gegen eine 

humane Tumor-Zelllinie führen. Ferner wurde untersucht, ob die Arabinomannane 

direkt Apoptose zu induzieren vermögen. 

4.5.1 TNF-α-Freisetzung stimulierter muriner Makrophagen und humaner 

dendritischer Zellen 

Nach Stimulation muriner Knochenmarksmakrophagen mit den isolierten Arabino-

mannanen wurden in den Überständen die Konzentrationen an freigesetztem TNF-α 

gemessen. Jeweils 1 µg und 10 µg der Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) und Arabino-
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mannane (Fraktion B) aus SmO und SmT wurden als Stimuli eingesetzt. Nach 24 h 

Stimulation wurden die Konzentrationen in einem ELISA gemessen (siehe 3.3.14.1). In 

Abbildung 43 sind die Ergebnisse zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 43: TNF-α-Freisetzung muriner Knochenmarks-Makrophagen nach Stimulation mit 

Fraktionen A und B aus SmO und SmT. 

Jeweils 106 Makrophagen ml-1 wurden mit 1 µg bzw. 10 µg ml-1 der Stimuli für 24 h bei 37°C/5% CO2 

kultiviert. Als Negativ-Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Als Positiv-Kontrollen wurden die Makro-

phagen einerseits mit 10 ng ml-1 LPS aus Salmonella enterica sv. Friedenau Stamm H909 und anderer-

seits mit Mycobacterium avium Stamm SE01 mit einem Verhältnis von 3 lebenden Bakterien pro Zelle 

stimuliert. In den Überständen wurden nach 24 h die Konzentrationen an TNF-α mittels eines ELISA 

bestimmmt. 

Dabei zeigt sich eindeutig, dass die Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) TNF-α-

Produktion durch Makrophagen induzieren. Dabei sind keine signifikanten 

Unterschiede zwischen SmO und SmT erkennbar. Im Mittel wurde nach Stimulation 

mit 10 µg des ConA-negativen Polysaccharids aus SmO eine TNF-α-Konzentration von 

3203 pg ml-1 erreicht. Ähnlich dazu wurden durchschnittlich 2735 pg ml-1 TNF-α nach 

Stimulation mit der entsprechenden Substanz aus SmT gemessen. Damit liegen diese 

Werte zwischen den Konzentrationen, die die Positiv-Kontrollen LPS (2114 pg ml-1) 

und M. avium (3733 pg ml-1) induzieren. Somit sind die Lipoglykan-Gemische 
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(Fraktion A) hinsichtlich der Stimulation potenter als das Lipopolysaccharid. Im 

Vergleich zu den ganzen Mykobakterien als Kontrolle wird durch die Stimulation mit 

10 µg der Substanz aus SmO 86% der TNF-α-Konzentration erreicht. Vergleichbar 

wurden 73% des Zytokin-Gehalts durch die Stimulation mit der entsprechenden 

Substanz aus SmT gemessen. Die Messungen bei 1 µg und 10 µg zeigen deutlich eine 

konzentrationsabhängige TNF-α-Produktion. 

Die Arabinomannane (Fraktion B) zeigen hingegen keine Induktion von TNF-α nach 

Stimulation von Knochenmarksmakrophagen. Bei 10 µg der Stimuli wurden lediglich 

Konzentrationen von 105 pg ml-1 (SmO) und 53 pg ml-1 (SmT) gemessen. Damit liegen 

diese Werte nur unwesentlich höher als die der Negativ-Kontrolle (39 pg ml-1). 

Die gleichen Ergebnisse zeigten sich nach Stimulation humaner Zellen. Dabei wurden 

dendritische Zellen aus humanen mononukleären Zellen generiert, von denen 106 ml-1 

mit jeweils 10 µg ml-1 der Stimuli kokultiviert wurden (siehe 3.3.14.1.2). In Abbildung 

44 sind die Ergebnisse dargestellt. 

 

 

Abbildung 44: TNF-α-Freisetzung humaner dendritischer Zellen nach Stimulation mit Fraktionen 

A und B aus SmT und SmO. 

Es wurden 106 Zellen ml-1 mit jeweils 10 µg ml-1 der Stimuli für 18 h bei 37°C/5% CO2 kultiviert. Als 

Negativ-Kontrolle wurden unreife dendritische Zellen verwendet. Als Referenz-Stimulus diente LPS aus 

Salmonella enterica sv. Minnesota, Stamm R345 (10 ng ml-1). Die Konzentrationen an TNF-α in den 

Überständen wurden mittels eines ELISA bestimmt. 
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Die Lipoglykan-Gemische induzierten mit rund 10000 pg ml-1 (SmO) und 19500 

pg ml-1 (SmT) eine vergleichsweise hohe TNF-α-Freisetzung. Durch LPS als Referenz-

Stimulus wurde eine TNF-α-Konzentration von ca. 12000 pg ml-1 erreicht. Damit war 

das Lipoglykan-Gemisch aus SmT potenter als LPS und etwa doppelt so potent wie das 

aus SmO. Die Arabinomannane (Fraktion B) zeigten eine relativ geringe Induktion von 

TNF-α. Anders als nach Stimulation der Maus-Makrophagen, wobei keine Zytokin-

Freisetzung messbar war, zeigten diese Substanzen in humanen Zellen eine geringe 

Induktion von TNF-α mit rund 3600 pg ml-1 und 3400 pg ml-1. 

Grundsätzlich liefern beide Experimente, die Stimulation muriner und humaner Zellen, 

übereinstimmende Ergebnisse. Die Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) sind starke und 

die Arabinomannane (Fraktion B) schwache Induktoren für eine TNF-α-Freisetzung. 

4.5.2 IL-10-Freisetzung stimulierter muriner Makrophagen und humaner 

dendritischer Zellen 

In den Überständen stimulierter Maus-Makrophagen wurde die Konzentration des anti-

inflammatorischen Zytokins IL-10 gemessen (siehe 3.3.14.3.1). 

Die Messungen liefern prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie die der TNF-α-

Bestimmungen (siehe Abbildung 43) d. h. die Lipoglykan-Gemische induzieren eine 

relativ zu den Positiv-Kontrollen starke IL-10-Antwort (siehe Abbildung 45). 

Die Lipoglykan-Gemische induzieren IL-10-Konzentrationen von rund 270 pg ml-1 

(SmO) und 130 pg ml-1 (SmT). Auffällig ist, dass die Substanz aus SmO im Vergleich 

zu der aus SmT eine doppelt so hohe Freisetzung dieses Zytokins hervorruft, während 

die umgekehrte Situation hinsichtlich der TNF-α-Produktion zu beobachten ist (siehe 

Abbildung 44). Die Arabinomannane zeigen keine (SmO) bzw. eine äußerst geringe 

(SmT) Stimulation der Makrophagen, die zur Freisetzung von IL-10 führt. 
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Abbildung 45: IL-10-Freisetznug muriner Knochenmarks-Makrophagen nach Stimulation mit 

Fraktionen A und B aus SmO und SmT. 

106 Makrophagen ml-1 wurden mit jeweils 1 µg und 10 µg ml-1 der Stimuli für 24 h bei 37°C/5%CO2 

kultiviert. Als Negativ-Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Als Positiv-Kontrollen wurden Makro-

phagen einerseits mit 10 ng ml-1 Lipopolysaccharid aus Salmonella enterica sv. Friedenau Stamm H909 

und andererseits mit Mycobacterium avium Stamm SE01 mit einem Verhältnis von 3 lebenden Bakterien 

pro Zelle stimuliert. In den Überständen wurden nach 24 h die Konzentrationen an IL-10 durch einen 

ELISA bestimmmt. 

Die IL-10-Messung wurde auch in Überständen von stimulierten humanen Zellen 

durchgeführt. Dabei wurden die dendritischen Zellen verwendet, die auch für die 

TNF-α-Messungen herangezogen wurden (siehe 3.3.14.3.2). Erwartungsgemäß 

induzierten die Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) eine relativ hohe Produktion an 

IL-10, während die Arabinomannane (Fraktion A) nur eine geringe IL-Freisetzung 

hervorrufen (siehe Abbildung 46). SmT (~1600 pg ml-1) zeigt dabei eine stärkere 

Wirkung als SmO (~870 pg ml-1), anders als nach Stimulation muriner Zellen (siehe 

Abbildung 45), aber identisch mit den Ergebnissen der TNF-α-Messungen humaner 

Zellen (siehe Abbildung 44). 
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Abbildung 46: IL-10-Freisetzung humaner dendritischer Zellen nach Stimulation mit Fraktionen A 

und B aus SmT und SmO. 

Es wurden 106 Zellen ml-1 mit jeweils 10 µg ml-1 der Stimuli für 18 h bei 37°C/5%CO2 kultiviert. Als 

Negativ-Kontrolle wurden unreife dendritische Zellen verwendet. Als Referenz-Stimulus diente Lipo-

polysaccharid aus Salmonella enterica sv. Minnesota, Stamm R345 (10 ng ml-1). Die Konzentrationen an 

IL-10 in den Überständen wurden durch einen ELISA bestimmt. 

Zusammenfassend haben die Zytokin-Messungen ergeben, dass die Induktion von pro-

inflammatorischem TNF-α und antiinflammatorischem IL-10 nach Stimulation mit den 

isolierten mykobakteriellen Polysacchariden strukturabhängig ist. Die Lipoglykan-

Gemische (Fraktion A) sind starke Induktoren, während die Arabinomannane (Fraktion 

B) eine äußerst schwache Produktion von TNF-α und IL-10 in diesen untersuchten 

Zellen verursachen. Ein Morphotyp-spezifischer Unterschied konnte nicht eindeutig 

festgestellt werden. 

4.5.3 INF-γ-Freisetzung stimulierter humaner mononukleärer Zellen 

Neben der Freisetzung von TNF-α (siehe 4.5.1) und IL-10 (siehe 4.5.2) wurde als 

weiteres Zytokin INF-γ in Überständen von humanen mononukleären Zellen gemessen, 

die mit BCG sowie mit Fraktion A und B stimuliert wurden. Von den mykobakteriellen 

Polysacchariden wurden jeweils 10 µg und 40 µg zur Stimulation eingesetzt (siehe 

3.3.14.2). In Abbildung 47 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. 
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Abbildung 47: INF-γ-Freisetzung humaner mononukleärer Zellen nach Stimulation mit Fraktionen 

A und B aus SmO und SmT. 

106 Humane mononukleäre Zellen ml-1 wurden mit jeweils 10 µg und 40 µg ml-1 der mykobakteriellen 

Polysaccharide für 7 d bei 37°C/5%CO2 kultiviert. Als Negativ-Kontrolle dienten unstimulierte Zellen, 

und als Positiv-Kontrollen wurden die Zellen mit Mycobacterium bovis Stamm BCG in einem Verhältnis 

von 0,04 lebenden Keimen pro Zelle stimuliert. In den Überständen wurden die Konzentrationen an frei-

gesetztem INF-γ mittels ELISA bestimmmt. BAK: BCG-aktivierte Killerzellen. 

Anders als aufgrund der TNF-α-Messungen (siehe Abbildung 43 und Abbildung 44) 

sowie der IL-10-Bestimmungen (siehe  Abbildung 45 und Abbildung 46) erwartet, 

induzierten alle Substanzen nur sehr schwach eine INF-γ-Produktion. Im Vergleich zu 

den BCG-aktivierten Killerzellen, die 4000 pg ml-1 INF-γ produzieren, liegen die 

IFN-γ-Werte mit rund 54 bis 128 pg ml-1 im Bereich der unstimulierten Negativ-

Kontrolle. Dabei ist dennoch eine - wenn auch äußerst geringe - Produktion nach-

gewiesen. Es kann weder ein Unterschied zwischen Fraktion A und B noch zwischen 

SmO und SmT festgestellt werden. 
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4.5.4 IL-12 

In Überständen stimulierter humaner Zellen wurde der Gehalt an freigesetztem IL-12 

gemessen. Dabei wurden dendritische Zellen aus humanen mononukleären Zellen 

generiert, von denen 106 ml-1 mit jeweils 10 µg ml-1 der Fraktionen A und B aus SmT 

und SmO stimuliert wurden (siehe 3.3.14.1.2). In Abbildung 48 sind die Ergebnisse 

dargestellt. Die Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) induzierten mit 302 pg ml-1 (SmO) 

und 1334 pg ml-1 (SmT) eine höhere IL-12-Freisetzung als die Arabinomannane 

(Fraktion B)(SmO: 159 pg ml-1; SmT: 20 pg ml-1). Durch LPS als Referenz-Stimulus 

wurde eine IL-12-Konzentration von ca. 4423 pg ml-1 erreicht. 

 

 

Abbildung 48: IL-12-Freisetzung humaner dendritischer Zellen nach Stimulation mit Fraktionen A 

und B aus SmT und SmO. 

Es wurden 106 Zellen ml-1 mit jeweils 10 µg ml-1 der Stimuli für 18 h bei 37°C/5% CO2 kultiviert. Als 

Negativ-Kontrolle wurden unreife dendritische Zellen verwendet. Als Referenz-Stimulus diente LPS aus 

Salmonella enterica, sv. Minnesota, Stamm R345 (10 ng ml-1). Die Konzentrationen an IL-12 in den 

Überständen wurden mittels eines ELISA bestimmt. 

4.5.5 Zytotoxizitäts-Tests 

Zur Überprüfung immunmodulatorischer Eigenschaften der Arabinomannane wurden 

diese zur Stimulation humaner mononukleärer Zellen eingesetzt, deren Zytotoxizitäten 
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anschließend gegen die humane Blasentumor-Zelllinie T24 getestet wurden. Dabei 

wurden jeweils 10 µg und 40 µg der Fraktionen A und B aus SmO und SmT zur 

Stimulation verwendet. Nach 5 h Kokultivierung der stimulierten Zellen mit radioaktiv-

markierten Tumorzellen wurde durch Messung freigesetzter Radioaktivität die 

spezifische Lyse der Zellen als Zytotoxizität bestimmt (siehe 3.3.15). 

 

 
Abbildung 49: Zytotoxizität humaner mononukleärer Zellen (MNC) nach Stimulation mit 10 µg 

der Fraktionen A und B aus SmO und SmT gegen die humane Blasentumor-Zelllinie T24. 

106 Humane mononukleäre Zellen ml-1 wurden für 7 d mit 10 µg ml-1 der Polysaccharide bei 

37°C/5%CO2 stimuliert. Gemessen wurde die 51Cr-Freisetzung aus markierten Tumorzellen nach 5 h Ko-

kultivierung mit den stimulierten Effektorzellen. Daraus wurde die spezifische Lyse als Messgröße für 

Zytotoxizität ermittelt. Es wurden Effektor-Zielzell-Verhältnisse von 10:1, 20:1 und 40:1 gewählt.;  BAK: 

BCG-aktivierte Killerzellen. 

Die Messungen zeigen, dass alle MNC nach Stimulation mit jeweils 10 µg der 

Substanzen eine signifikant höhere spezifische Lyse hervorrufen als die unstimulierten 

Zellen (siehe Abbildung 49). 

Bei dem Effektor-Zielzell-Verhältnis von 20:1 wurde im Vergleich zu den BCG-

aktivierten Zellen (BAK) als Positiv-Kontrolle bei allen Zellen durchschnittlich die 

Hälfte der Aktivität nachgewiesen. Die mit dem Arabinomannan (Fraktion B) aus SmO 

stimulierten Zellen zeigten im Vergleich zu den BAK eine Aktivität von 40%. Die 

Zellen, die mit dem entsprechenden Arabinomannan aus SmT stimuliert wurden, zeigen 
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eine relative Aktivität von 59%. Die Zellen, die mit den Lipoglykan-Gemischen 

(Fraktion A) stimuliert wurden, zeigten 45% (SmT) und 59% (SmO) der Aktivität im 

Vergleich zu den BCG-stimulierten Zellen. Ein Unterschied zwischen SmO und SmT, 

bzw. zwischen A und B ist nicht eindeutig feststellbar. 

Bei vierfach höher eingesetzter Konzentration der Stimuli zeigt sich jedoch ein deut-

licher Unterschied zwischen SmO und SmT (siehe Abbildung 50). 

 

 
Abbildung 50: Zytotoxizität humaner mononukleärer Zellen (MNC) nach Stimulation mit 40 µg 

der Fraktionen A und B aus SmO und SmT gegen die humane Blasentumor-Zelllinie T24. 

106 Humane mononukleäre Zellen ml-1 wurden für 7 d mit 40 µg ml-1 der Polysaccharide bei 

37°C/5%CO2 stimuliert. Gemessen wurde die 51Cr-Freisetzung aus markierten Tumorzellen nach 5 h Ko-

kultivierung mit den stimulierten Effektorzellen. Daraus wurde die spezifische Lyse als Messgröße für 

Zytotoxizität ermittelt. Es wurden Effektor-Zielzell-Verhältnisse von 10:1, 20:1 und 40:1 gewählt.;  BAK: 

BCG-aktivierte Killerzellen. 

Die Messungen nach Stimulation mit jeweils 40 µg Substanz zeigen bei den Zellen, die 

mit Fraktion A bzw. B aus SmO stimuliert wurden, weder eine Verstärkung noch eine 

Reduktion der spezifischen Lyse im Vergleich zur Stimulation mit 10 µg. Bei dem 

Effektor-Zielzell-Verhältnis von 20:1 liegen die relativen Aktivitäten bezogen auf BAK 

bei 36% (SmO, Fraktion B) und 51% (SmO, Fraktion A). Bei den Zellen, die mit 40 µg 

Substanz aus SmT stimuliert wurden, konnte hingegen eine stark reduzierte Zyto-

toxizität festgestellt werden (ConA-positiv: 10%, ConA-negativ: 16%). Da die Werte 
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im Bereich der unstimulierten Negativ-Kontrolle liegen, ist eine Aktivität bei dieser 

Dosis nicht eindeutig. 

Die vergleichenden Messungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der Stimuli 

deuten darauf hin, dass SmT potenter ist als SmO. Denn bei Erhöhung der 

Konzentration von SmO zeigt sich keine weitere Zunahme der spezifischen Lyse durch 

die Effektorzellen. Konzentrationen von 10 µg und 40 µg bewirken eine biologische 

Aktivität, dessen Messgrößen in Dosis-Wirkungs-Optimum liegen. Bei Erhöhung der 

Konzentration von SmT ist eine starke Reduktion der spezifischen Lyse zu verzeichnen. 

Das heißt, das Dosis-Wirkungs-Optimum ist wahrscheinlich bereits bei derartigen 

Konzentrationen überschritten. 

Es ist damit eindeutig gezeigt, dass die isolierten Arabinomannane immunmodula-

torisch wirken, indem sie nach Stimulation humaner mononukleärer Zellen Zyto-

toxizität gegen die humane Blasentumor-Zelllinie induzieren. 

Ein Unterschied zwischen Fraktion A und B ist nicht erkennbar. Sie sind gleichermaßen 

aktiv. Es scheint somit, dass der Lipidanker keinen Einfluss auf die immunmodula-

torische Eigenschaft hat. Ein Morphotyp-spezifischer Unterschied konnte hier im 

Gegensatz zu den Ergebnissen der TNF-α-Produktion (siehe 4.5.1) eindeutig festgestellt 

werden. 

4.5.6 Apoptose-Tests 

Es wurde getestet, ob die immummodulatorischen Eigenschaften, die zur Zytotoxizität 

führen, mit einer Apoptose-induzierenden Wirkung einhergehen. Dazu wurden humane 

Monozyten mit den Arabinomannanen stimuliert und spezifisch auf das Vorhandensein 

der Endstreckenenzyme Caspase 3 und 7 hin untersucht. Caspasen sind Cystein 

Aspartat-spezifische Proteasen, die als Effektoren des programmierten Zelltodes wirken. 

Der Nachweis von Caspasen ist somit ein spezifisches Merkmal zur Bestimmung von 

Apoptose. Zum Vergleich bzw. als externe Negativ-Kontrolle wurden Tumorzellen 

(myeloische Leukämie-Zelllinie) stimuliert und untersucht (siehe Abbildung 51). 

 



ERGEBNISSE 
______________________________________________________________________ 

 149

 
Abbildung 51: Anteile viabler und apoptotischer humaner Tumor-Zellen nach Stimulation mit 

Fraktion A und B aus SmO und SmT. 

Von der humanen myeloischen Leukämiezelllinie THP1 wurden jeweils 2 x 105 Zellen ml-1 mit 10 µg 

ml-1 der Polysaccharide für 48 h bei 37°/5%CO2 stimuliert. Als Negativ-Kontrollen dienten Zellen, die 

mit Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella enterica sv. Friedenau Stamm H909 (10 ng ml-1) bzw. mit 

Caspase-Substrat (25 µl C3/7-Substrat, PROMEGA) kokultiviert wurden. Zur Messung der spontanen 

Apoptose wurden unstimulierte Zellen verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde Staurosporin (200 nM) aus 

Streptomyces staurosporeus eingesetzt. Gemessen wurde die Lichtstreuung der Zellen mittels eines 

präparativen FACS. 

Wiederholte Experimente zeigen, dass eine Stimulation mit den Arabinomannanen nicht 

zur Apoptose von Monozyten führt (siehe Abbildung 52). Die Werte geben Hinweise 

darauf, dass die Monozyten im Gegenteil geringfügig stimuliert werden. Bleiben Mono-

zyten in Zellkultur unstimuliert, so sterben nach spätestens 48 h ab. Werden sie jedoch 

stimuliert, z.B. mit LPS, so gehen sie nicht in Apoptose, sondern sichern ihr Überleben. 

Die Anteile der Zellen, die diese Endstreckenenzyme Caspase 3 und 7 exprimieren, sind 

nach Stimulation mit LPS und den Arabinomannanen am geringsten. 

Eine Apoptose-induzierende Wirkung kann daher für die Arabinomannane in der 

eingesetzten Konzentration von 10 µg ml-1 ausgeschlossen werden. Möglicherweise 

wird Apoptose von Monozyten durch höhere Konzentrationen induziert. Dies wurde 

nicht weiter untersucht. 
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Abbildung 52: Anteile viabler und apoptotischer humaner Monozyten nach Stimulation mit 

Fraktion A und B aus SmO und SmT. 

Jeweils 2 x 105 Monozyten ml-1 wurden mit 10 µg ml-1 der Polysaccharide für 48 h bei 37°/5%CO2 

stimuliert. Als Negativ-Kontrollen dienten Zellen, die mit Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella 

enterica sv. Friedenau Stamm H909 (10 ng ml-1) bzw. mit Caspase-Substrat (25 µl C3/7-Substrat, 

PROMEGA) kokultiviert wurden. Zur Messung der spontanen Apoptose wurden unstimulierte Zellen 

verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde Staurosporin (200 nM) aus Streptomyces staurosporeus 

eingesetzt. Gemessen wurde die Lichtstreuung der Zellen mittels eines präparativen FACS. 

In Tabelle 10 sind die Daten der gemessenen biologischen Aktivitäten zusammen-

gefasst. Auffällig ist, dass die Lipoglykan-Gemische (Fraktion A) eine verstärkte und 

die Arabinomannane (Fraktion B) eine nur sehr geringe Zytokin-Produktion 

(insbesondere TNF-α und IL-10) induzieren. Der strukturelle Unterschied zwischen 

diesen Substanzen liegt in dem Lipidanteil. Die Lipoglykan-Gemische besitzen einen 

Lipidanteil und verursachen Zytokin-Produktion. Die Arabinomannane besitzen keinen 

Lipidanteil und induzieren eine nur geringe Zytokin-Produktion. 

Hinsichtlich immunmodulatorischer Eigenschaften, d. h. der Induktion von Zyto-

toxizität, konnte dieser strukturelle Unterschied nicht festgestellt werden. 
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Tabelle 10: Übersicht der biologischen Aktivitäten der Fraktionen A und B (10 µg ml-1) aus SmO 

und SmT in vitro. 

Die Quantifizierung bezieht sich prozentual auf den maximalen Wert, der jeweils durch die Positiv-

Kontrolle nach Abzug der Negativ-Kontrolle erreicht wurde.  

0%: - , 1 - 19%: + , 20 - 49%: ++, 50 - 69%: +++, 70 - 99%: ++++,  ≥100%: +++++. 

*Effektor-Zielzell-Verhältnis. 

Fraktion A Fraktion B 

Effekt SmO SmT SmO SmT  Stimulation 

TNF-α +++++ +++++ + +  24 h, murine Φ 

TNF-α ++++ +++++ ++ ++  18 h, humane DC 

INF-γ + + + +  7 d, humane MNC 

IL-12 + ++ + -  18 h, humane DC 

IL-10 ++++ ++ - +  24 h, murine Φ 

IL-10 +++++ +++++ ++ +  18 h, humane DC 

++++ ++ +++ ++++ 10:1* 

+++ ++ ++ +++ 20:1* Zytotoxizität 

++ + ++ +++ 40:1* 

7 d, humane MNC 
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5. DISKUSSION 

Die Mechanismen der angeborenen Immunität sind bei der Bekämpfung von 

Krankheitserregern sehr effektiv. Überwinden Pathogene die Epithelbarriere und 

gelangen in den Wirtsorganismus, so werden sie sofort von Phagozyten erkannt. Mit 

Hilfe von Gewebsmakrophagen, neutrophilen Granulozyten, antimikrobiellen Peptiden 

und des Komplementsystems werden eingedrungene Mikroorganismen umgehend 

bekämpft. Die frühe Pathogenerkennung erfolgt über hochkonservierte Strukturen, wie 

z. B. Lipopolysaccharide, Peptidoglycane, Lipoteichonsäuren, Glycane, bakterielle 

DNA und doppelsträngige RNA [352;353]. Das bedeutet, die Mechanismen der 

angeborenen Immunität sind auf Organismen beschränkt, die evolutionsbiologisch 

unveränderte Oberflächenmoleküle exprimieren, so dass sie von neutrophilen Zellen 

und Makrophagen von Vertrebraten erkannt werden können. Viren besitzen auf ihrer 

Oberfläche mutationsbedingt äußerst schnell veränderliche Moleküle, so dass sie nur 

selten von phagozytierenden Zellen erkannt werden. Zahlreiche Bakterien - besonders 

extraintestinale und invasive Erreger - bilden Kapseln aus [222], die es ihnen 

ermöglichen, Oberflächen-Moleküle zu verdecken und somit einer Phagozytose zu 

unterlaufen [354]. Darunter sind die zwei klinisch relevanten Erreger Enterococcus 

faecalis [355] als ein bedeutender Nosokomialkeim, der u. a. Endocarditis verursacht 

[356], und Streptococcus pneumoniae [357]. Werden nur einige Zellen eines 

bekapselten Stammes  von Streptococcus pneumoniae in eine Maus injiziert, so entsteht 

eine Infektion, die in nur wenigen Tagen zum Tode führt [358]. Hingegen sind sogar 

große Mengen einer unbekapselten Mutante desselben Stammes vollkommen avirulent. 

Andere bekapselte intrazelluläre Pathogene schützen sich vor einem Verdau durch 

Phagozyten, in dem sie aktiv Makrophagen töten. Dazu produzieren sie so genannte 

Leukozidine, die die Membranen der Immunzellen auflösen, die Zellen dabei töten und 

sich selbst freisetzen [359]. Als zwei Beispiele für Erreger, die sich diesem 

Mechanismus bedienen, sind Streptococcus pyogenes [360] und Staphylococcus aureus 

[361] zu nennen. Diese beiden Spezies sind die wichtigsten Leukozidin-Produzenten. 

Infektionen durch diese Keime sind oft lokal begrenzt und durch Abszess- und Eiter-

bildung charakterisiert, denn Eiter besteht zum größten Teil aus abgestorbenen Leuko-

zyten [359]. Ferner produziert Staphylococcus aureus Carotinoid-Pigmente, mit Hilfe 
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derer sie in der Lage sind, den für sie toxischen Singulett-Sauerstoff zu inaktivieren 

[362]. 

Darüber hinaus scheinen Kapseln zur Resistenz gegenüber Austrocknung beizutragen 

[33], da die äußeren Polysaccharid-Schichten eine beträchtliche Menge Wasser binden 

können [222;363]. 

Auch Mykobakterien bilden Kapseln aus, jedoch scheint deren Funktion nicht darauf zu 

zielen, sich vor einer Phagozytose durch Immunzellen zu schützen. Das Gegenteil ist 

wahrscheinlich der Fall. Mykobakterien haben Strategien entwickelt, gezielt in Makro-

phagen zu penetrieren. Denn gerade diese Zellen, die typischerweise für die erste 

unspezifische Degradation von Krankheitserregern im Zuge der angeborenen Immun-

antwort verantwortlich sind, bieten Mykobakterien optimalen Schutz zum Überleben 

und sogar Replizieren [42]. Mit Ausnahme der Poly-γ-D-Glutaminsäure-Kapsel aus 

Bacillus anthracis [364] bestehen bakterielle Kapseln aus Polysacchariden, die in den 

meisten Fällen negativ geladen sind [222]. Auch mykobakterielle Kapseln bestehen zu 

einem großen Teil aus Polysacchariden [40]. Die Funktion dieser Kapsel-Poly-

saccharide ist bislang nicht eindeutig geklärt. Sie verleihen den Bakterien Schutz vor 

enzymatischem Verdau nach der Phagozytose und vermitteln möglicherweise in den 

ersten Schritten der Infektion die Adhärenz an Wirtszellen [42]. 

Im Allgemeinen spielt die enorme Strukturvielfalt von Zuckern in biologischen 

Prozessen der Zellerkennung und -kommunikation eine entscheidende Rolle [365]. Im 

Eukaryoten-Reich sind zahlreiche Adhäsionsprozesse, bei denen Kohlenhydrate als 

Informationsträger fungieren, aufgeklärt. Beispielsweise wird die Blutgruppen-

zugehörigkeit in Säugetieren durch Kohlenhydratstrukturen an der Oberfläche von 

Erythrozyten bestimmt. Dabei sind nur geringe strukturelle Unterschiede ausschlag-

gebend, ob eine Blutzelle von dem komplementären Blutgruppen-Antigen erkannt wird 

oder nicht [366]. Auch die Kaskade der Blutgerinnung wird durch spezifische Kohlen-

hydrat-Protein-Wechselwirkungen zwischen Heparin und Antithrombin III inhibiert 

[367]. Die Befruchtung einer Eizelle ist ebenso ein Prozess, der auf der Erkennung von 

Oberflächen-Sacchariden beruht. Rezeptoren auf einer Spermien-Zelle erkennen 

spezifisch Kohlenhydrat-Liganden auf der Ei-Oberfläche, was dazu führt, dass das 

Spermium Enzyme freisetzt, die ein Eindringen in die Eizelle ermöglichen [365;368]. 

Weiterhin stellen Kohlenhydrate spezifische Liganden für eine Vielzahl biologischer 

Erkennungsprozesse dar, wie die Lymphozyten-Rekrutierung an den Ort einer 

Entzündung [369], die Klärung von „gealterten“ funktionslosen roten Blutkörperchen 
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aus dem Blutstrom [370] oder die Adhäsion von Mikroorganismen an ihre Wirtszellen 

[371]. Die dafür verantwortlichen Rezeptoren, die solche Kohlenhydrate spezifisch 

erkennen und binden können, sind so genannte Lektine oder Selektine [372]. Die 

Spezifität der molekularen Erkennung beruht auf der dreidimensionalen Epitop-Struktur 

bzw. wird durch die räumliche Anordnung ihrer funktionellen Gruppen gewährleistet. 

Lange wurde vermutet, dass nur Proteine die Biomoleküle sind, die Informationen 

tragen und Signale auslösen und weitergeben können. Kohlenhydrate gewinnen mehr 

und mehr an Bedeutung hinsichtlich molekularer Erkennungsprozesse. 

Die Adhärenz von Mykobakterien an ihre Zielzellen, den Makrophagen, wird 

hinsichtlich des Makrophagen-Mannose-Rezeptors [292] und des Komplement-

Rezeptors CR3 [373] auch durch Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen vermittelt. 

Es wird vermutet, dass weitere Kohlenhydratstrukturen mit möglicherweise bisher 

unbekannten Rezeptoren diese Adhäsion zwischen Erreger und Wirtszelle ermöglichen. 

Daher wird auch angenommen, dass mykobakterielle Kapselpolysaccharide dabei eine 

entscheidende Rolle spielen, weil sie u. a. an der äußersten Zelloberfläche lokalisiert 

sind und somit den ersten Kontakt zu Zielzellen vermitteln können. Weiterhin wird 

diskutiert, dass sie zur intrazellulären Persistenz und Replikation beitragen. Sie werden 

daher als äußerst potente Virulenzfaktoren angesehen. 

Die strukturelle Charakterisierung solcher Virulenzfaktoren ist für das Verständnis der 

Pathogenese mykobakterieller Infektionen wichtig und trägt möglicherweise dazu bei, 

Inhibitoren darzustellen, die die Biosynthese solcher Moleküle unterbinden. Ferner 

könnte die Isolierung und Charakterisierung solcher Oberflächenantigene unter 

Umständen die Entwicklung einer geeigneten Vakzine gegen mykobakterielle 

Infektionen zur Folge haben. 

Im Gegensatz zur Kapsel ist die mykobakterielle Zellwand gut untersucht [171]. Zahl-

reiche Moleküle und Komplexe sind nicht nur strukturell charakterisiert, sondern auch 

deren Biosynthesen mit den beteiligten Enzymen sind bereits aufgeklärt. Dazu hat die 

Entschlüsselung des Genoms von M. tuberculosis [261] entscheidend beigetragen. Eine 

Vielzahl von Genen konnten Genprodukten, wie Enzymen, zugeordnet werden 

(siehe 1.2.2). Daher ist die Zellwand von M. tuberculosis im Vergleich zu anderen 

Mykobakterien-Spezies am besten untersucht. 

Aus der Kapsel von M. tuberculosis sind bereits Polysaccharide isoliert und teilweise 

strukturell charakterisiert worden: Ein Glucan mit angenommener Molekülmasse von 

100 kDa und ein Arabinomannan von rund 13 kDa [40]. Genaue Kenntnisse über die 
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Anordnung dieser Kapselmoleküle und deren Lokalisation liegen nicht vor. Beide 

Strukturen werden sowohl in vivo als auch in vitro synthetisiert. Dem Glucan konnte 

biologische Aktivität nachgewiesen werden [249]. Das Arabinomannan scheint Stamm-

spezifität aufzuweisen (siehe 1.2.1.5). 

M. avium bildet auf festen Nährböden drei verschiedene Phänotypen aus: glatt-

transparent, glatt-opak und rau (siehe 1.1.3.4.2). Der glatt-transparente Phänotyp ist 

generell virulent, der glatt-opake avirulent. Der raue Morphotyp kann in seiner Virulenz 

variieren. Die molekulare Grundlage für die Ausprägung unterschiedlicher Kolonie-

morphotypen ist nur unvollständig verstanden. Das Vorhandensein bzw. das Fehlen von 

Glycopeptidolipiden in der Zellwand wird als Grundlage für die verschiedenen Phäno-

typen und deren Infektionsverhalten diskutiert [159;155;374]. 

5.1 Anzucht der Mykobakterien 

In der vorliegenden Arbeit sollte der glatt-transparente (SmT) mit dem glatt-opaken 

Morphotypen (SmO) des M. avium Stammes 2151 (Serovar 2) verglichen werden (siehe 

3.1.2), da sich diese beiden Morphotypen in ihrer Virulenz im Maus-Modell unter-

scheiden [375;376]. Aufgrund der verhältnismäßig langen Generationszeit von 

M. avium [27;377] konnten die Kolonien erst nach einer Kultivierungsdauer von 

mehreren Wochen geerntet werden. Um nach der Kapselextraktion ausreichend 

Substanzmengen zur Isolierung der Polysaccharide zu gewinnen, war es notwendig, 

große Ansätze zur Anzucht zu verwenden. Üblicherweise werden dazu die Bakterien in 

Flüssigmedien kultiviert. Die Zellen scheiden dabei Kapselmaterial in das umgebene 

Medium ab, das durch Zentrifugation des Kulturüberstands gewonnen werden kann 

[220]. Da es jedoch zwischen diesen Koloniemorphotypen zu ständigen Spontan-

mutationen und somit zu Mischungen beider Typen kommt [165,166], war es not-

wendig, die Zellen auf soliden Nährböden zu züchten. Die Anzucht wurde daher auf 

Agarplatten durchgeführt. Um die Zellen ernten zu können, ohne mechanisch Agar-

bestandteile herauszulösen, wurden die Platten mit aufliegender Nitrocellulose-

Membran beimpft (siehe 3.1.3). Diese ist für Nährstoffe permeabel und gewährleistet 

ein optimales Zellwachstum (siehe Abbildung 14). Im Gegensatz dazu bietet im 

Allgemeinen die Anzucht von Bakterien in Flüssigkultur den Vorteil, dass zu jedem 

Zeitpunkt der Kultivierung die optische Dichte bestimmt werden kann, um so die 
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Wachstumsphasen zu verfolgen. Bei Anzuchten auf Agarplatten ist dies nicht gewähr-

leistet. Dabei steht allein die makroskopische Begutachtung der Kolonien zur 

Verfügung. 

Aufgrund des langsamen Wachstums dieser Spezies [27;377] ist die Anzucht durch 

mikrobielle Kontaminationen gefährdet, da ubiquitäre Fremdkeime im Allgemeinen 

kürzere Generationszeiten haben als langsam wachsende Mykobakterien. 

Die Kultivierung bei einer Temperatur von 37°C und einem pH-Wert des Mediums von 

7,7 erwies sich als optimal. Hinsichtlich dieser Bedingungen wurden (nicht im Rahmen 

dieser Arbeit) Vorversuche durchgeführt, inwieweit die Mutationsrate der Bakterien von 

einem Koloniemorphotypen in den anderen durch eine Wachstumstemperatur von 40°C 

bzw. durch den pH-Wert des Mediums von 7,0 beeinflusst wird. Dabei zeigten sich 

keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Mutationsrate zwischen den einzelnen 

Koloniemorphotypen [378]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei komplexe synthetische Nährböden mit unter-

schiedlicher Kohlenstoff-Quelle ausgetestet. Einerseits wurden die Zellen auf 

MIDDLEBROOK 7H10-Agar mit OADC als Supplement-Gemisch angezüchtet (siehe 

3.1.3). Dieses beinhaltet neben Ölsäure (O), Dextrose (D) und Katalase (C) auch 

Albumin (A). Dieses Albumin (Kälberserum-Albumin, 66 kDa) lies sich in SDS-Gelen, 

die zur Überprüfung der isolierten Fraktionen durchgeführt wurden, als „überladene“ 

Bande zwischen 60 und 70 kDa (siehe Abbildung 17) anfärben. In anschließenden 

Lektin-entwickelten Western-Blots wurde dieses Albumin indirekt durch fehlende 

Glycosylierung in großer Menge nachgewiesen. Daher wurde auf diesen albumin-

haltigen Nährmedien-Zusatz in folgenden Anzuchten verzichtet und ein Agar auf 

Pyruvat-Basis gewählt (siehe 3.1.3). Im Gegensatz zu M. tuberculosis [379] wächst 

M. avium auch ohne den Zusatz von OADC im Medium. Auf die Wachstumsdauer hatte 

dies keinen Einfluß. Lediglich die Ausbeute war unwesentlich geringer. Die störende 

Albumin-Bande trat somit in weiteren elektrophoretisch aufgetrennten Fraktionen nicht 

mehr auf. 

Die Ausbeuten der Bakterien lagen bei etwa 0,5 g Feuchtmasse pro Platte, wobei 

mehrere Hundert Platten zur Anzucht verwendet wurden. Zellen, die konfluentes 

Wachstum zeigten, wurden nicht geerntet, da der Koloniemorphotyp nicht identifizier-

bar war. Ferner wurden kontaminierte Agarplatten und Kolonien, die phänotypisch 

nicht dem angezüchteten Morphotyp entsprachen, nicht zur Zellernte herangezogen. 

Damit wurden durchschnittlich 10% aller beimpften Platten verworfen. 
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Ein Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen den Koloniemorphotypen wurde 

nicht festgestellt. 

5.2 Isolierung der Polysaccharide 

Zur Isolierung von Kapselmaterial wurden die unmittelbar zuvor geernteten Zellen 

(siehe 3.2.1) in einer 1% wässrigen Phenol-Lösung langsam gerührt (siehe 3.2.2). Mit 

der beschriebenen Methode [225] ist es möglich, Kapselmaterial von der Zelle zu extra-

hieren, ohne die Zellwand zu zerstören. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 

Mykobakterien vor und nach Behandlung mit Phenol belegen dies (siehe Abbildung 9). 

Eine Alternative zur Phenol/Wasser-Extraktion, um Kapselmaterial zu gewinnen, stellt 

nach Kultivierung in Flüssigmedium die Zentrifugation des Kulturüberstands dar (siehe 

oben). Weiterhin bietet die Extraktion mittels Glaskugeln von geringem Durchmesser 

unter Schütteln die Möglichkeit, Kapselmaterial durch Scherkräfte von der Zelle ab-

zulösen [223]. Ferner können die Bakterienzellen unter Verwendung der french press-

Methode [380] durch Hochdruck (bis zu 2000 bar) mechanisch zerstört werden, so dass 

u. a. Kapselmaterial gewonnen werden kann. Der Nachteil ist einerseits darin zu sehen, 

dass nach einer derartigen Behandlung alle Zellbestandteile als ein Gemisch vorliegen, 

was die anschließende Fraktionierung erschwert. Andererseits ist bekannt, dass Myko-

bakterien und Gram-positive Bakterien im Vergleich zu den meisten anderen pro-

karyotischen Zellen aufgrund ihrer äußerst komplexen Zellwand (siehe 1.2.1) 

mechanischen Kräften gegenüber weitaus widerstandsfähiger sind (siehe 1.1.1.3), so 

dass ein vollständiger Zellaufschluss mit dieser Methode nicht gewährleistet ist. Das 

haben Versuche gezeigt, bei denen der Aufschlussgrad unterschiedlicher Mikro-

organismen bei verschiedenen Drücken in der french press bestimmt wurde [381]. Zahl-

reiche weitere Methoden zum mechanischen Aufschluss von Mikroorganismen wurden 

etabliert [382;383;384;385;386], resultieren jedoch stets in der mehr oder weniger voll-

ständigen Zerstörung der Zellen. Es wurde daher in der vorliegenden Arbeit mittels 

wässriger Phenol-Lösung eine milde chemische Extraktionsmethode zur Kapsel-

isolierung gewählt, die nachgewiesenermaßen (siehe 1.2.1.5) Material von der äußeren 

Zelloberfläche ablöst, ohne die Zellwand zu zerstören, so dass keine störenden Zell-

wandbestandteile die weitere Aufreinigung erschweren. 
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Die Ausbeute dieses Kapselextraktes machte ungefähr 1% der eingesetzten Bakterien-

feuchtmasse aus (siehe 4.2). Den größten Anteil stellten die Zellen selbst dar, die jedoch 

nach der Extraktion nicht näher untersucht wurden. Dies verdeutlicht die enorme Menge 

an benötigtem Ausgangsmaterial (siehe 4.2). 

Zur weiteren Isolierung und Fraktionierung des erhaltenen Gemisches wurde eine 

Extraktionsmethode optimiert, mit der Kohlenhydrate einerseits von Proteinen und 

andererseits in Fraktionen getrennt werden konnten (siehe Abbildung 15). 

Mit Hilfe der phenolischen Extraktion (siehe 4.2) wurde Material gewonnen, das ein 

Gemisch aus Proteinen und Kohlenhydraten darstellt. Dies wurde anhand von SDS-

Gelen nach elektrophoretischer Trennung und anschließender Färbung gezeigt werden. 

Proteine wurden durch Färbung mit Coomassie sichtbar gemacht sowie Kohlenhydrat-

Strukturen durch Färbung mit Perjodsäure-Schiff-Reagenz (siehe Abbildung 17). 

Die Phenol-Extrakte wurden einer Triton-Extraktion unterzogen, um hydrophile und 

lipophile Substanzen voneinander zu trennen (siehe 4.2.1). Die Wasser-Phase enthielt 

Proteine und Kohlenhydrate, was ebenfalls anhand von SDS-Gelen gezeigt werden 

konnte (siehe Abbildung 17). Die Triton-Phase enthielt Proteine (siehe Abbildung 17) 

und Lipoglycane, wie Lipoarabinomannan, Lipomannan und das biosynthetische Vor-

läufer-Molekül Phosphatidylinositolmannosid [180]. Das konnte anhand von Western-

Blots mit anschließender Entwicklung durch das Lektin ConcanavalinA gezeigt werden 

(siehe Abbildung 16b). ConcanavalinA wurde aus dem Grund verwendet, da es 

spezifisch u. a. terminale α-Mannose-Reste erkennt [327], wie sie in allen 

beschriebenen mykobakteriellen Lipoglycanen vorkommen [180]. Auch die Glyco-

proteine können auf diese Weise sichtbar gemacht werden, da Mannose ein häufig 

vorkommender Zucker prokaryotischer Proteinglycosylierungen ist [387]. So konnten 

auch Glycoproteine aus M. tuberculosis durch ConA nachgewiesen werden 

[388;389;390]. Ob es sich bei den Proteinen in der Triton-Phase um Lipoproteine 

handelt, wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Da der Western-Blot 

(Abbildung 16b) dieser Fraktion neben LAM, LM und PIM auch zwei distinkte Banden 

zeigt, die damit nachgewiesenermaßen glycosyliert sind, könnte es sich dabei um 

Glycolipoproteine handeln, die bevorzugt in der Triton-Phase angereichert werden. 

Diese wurden nicht weiter untersucht. 

Zur Eliminierung der enthaltenen Proteine in der Wasser-Phase wurde eine Protein-

präzipitation mit einer 46%igen Ammoniumsulfat-Lösung durchgeführt (siehe 4.2.2). 

Die elektrophoretisch aufgetrennten Fraktionen der erhaltenen Sedimente und Über-
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stände zeigten durch Färbung mit Coomassie das Vorhandensein von Proteinen zum 

größten Teil in den Sedimenten nach der Fällung, während die Polysaccharid 

enthaltenen Überstände proteinfrei erscheinen (siehe Abbildung 17). Folglich war es 

gelungen, den Großteil der Proteine durch Präzipitation zu eliminieren. Dennoch wurde 

zusätzlich zur Fällung ein unspezifischer proteolytischer Verdau (siehe 4.2.2), um auch 

geringe Reste von Proteinen zu entfernen, die eventuell durch die Coomassie-Färbung 

nicht sichtbar waren. Die Ammoniumsulfat-Fällung mit anschließenden proteo-

lytischem Verdau führten zu vollständig proteinfreien Präparationen. Die protein-

haltigen Sedimente nach der Fällung wurden in dieser Arbeit bis auf die elektro-

phoretische Trennung nicht näher charakterisiert. 

Der Nachweis von Kohlenhydratstrukturen in den Überständen wurde zunächst eben-

falls in einem SDS-Gel mit anschließender PAS-Färbung sichtbar gemacht (siehe 

Abbildung 17). Da Polysaccharide aufgrund fehlender lipophiler Strukturen keine 

Migration in einem solchen Gel zeigen, verbleiben sie im Sammelgel bzw. diffundieren 

lediglich in das Trenngel (siehe 4.2.2). Somit detektierte Polysaccharide resultieren 

einerseits in einer konzentrierten Bande vor dem Eintritt in das Trenngel und anderer-

seits als Schmierbande im hochmolekularen Bereich von leuchtend roter Färbung. Wird 

das Sammelgel nach der Elektrophorese nicht abgetrennt, sondern ebenfalls gefärbt, so 

ist die erfolgte Diffusion der Polysaccharide visualisierbar. Damit wurde gezeigt, dass 

die proteinfreien Überstände mit neutralen Kohlenhydraten angereichert waren. 

Diese Überstände aus der Proteinfällung wurden durch Gelpermeations-Chromato-

graphie nach Molekülgröße aufgetrennt (siehe 4.2.3). Dabei wurde als Trägermaterial 

Sephadex-G-50 verwendet, dass Dextrane mit Molekularmassen von 500 bis 10000 Da 

trennt. Dabei wurden jeweils zwei Signale detektiert (siehe Abbildung 18). Diese 

wurden auf das Vorhandensein von organischer Substanz durch Verkohlen nach 

ethanolischer Schwefelsäure-Behandlung getestet. Die erste Fraktion zeigte dabei 

eindeutig eine positive Reaktion und wurde mit dem Ausschlussvolumen der Säule 

eluiert (siehe Abbildung 18). Das bedeutet, dass die Moleküle von 10000 Da oder mehr 

Molekularmasse sind. Da zur Detektion der Signale die Änderung des Brechungsindex 

gemessen wurde, um die Gesamtheit der eluierten Substanzen zu erfassen, kann keine 

Aussage zu strukturellen Eigenschaften der Substanzen in der erhaltenen Fraktion 

getroffen werden. Im Gegensatz zur Detektion durch Messung der UV-Absorption, bei 

der für verschiedene Substanzklassen charakteristische Wellenlängen gewählt werden 

können, kann refraktometrisch nur das Vorhandensein von Substanz gemessen werden, 
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die einen anderen Brechungsindex als das verwendete Laufmittel besitzt. Die letzte 

Fraktion erwies sich u. a. als Ammoniumsulfat, das zur Fällung eingesetzt wurde. Die 

hohe Konzentration dieses Salzes, das notwendig war, um die Proteine zu eliminieren, 

stellte sich in der weiteren Präparation der Substanzen als problematisch heraus. 

Einerseits ist es möglich, dass derart hohe Konzentrationen an Ammoniumsulfat nicht 

nur Proteine fällen, sondern auch die zu isolierenden Polysaccharide. Andererseits 

konnte das Salz durch Dialyse selbst nicht vollständig entfernt werden, was durch die 

Gelpermeations-Chromatographie gezeigt wurde (siehe Abbildung 18). Daher wurde in 

einer weiteren Aufarbeitung des Phenolextrakts auf diese Proteinfällung verzichtet. 

Phenol-Extrakte ohne vorherige Proteinfällung und proteolytischem Verdau wurden 

analog zu den proteinfreien Extrakten mittels Sephadex-G-50 aufgetrennt. Erste 

Hinweise auf die chemische Zusammensetzung der beiden Fraktionen nach der Gel-

permeations-Chromatographie (siehe Abbildung 18) wurden einerseits durch Neutral-

zuckeranalysen und andererseits durch Proteinbestimmungen gewonnen. Diese 

Analysen zeigten, dass sich die beiden Fraktionen voneinander unterscheiden. Die 

Zuckerzusammensetzung der Fraktion 1 zeigt, dass diese in ungefähr gleichem 

Verhältnis Arabinose, Xylose, und Mannose und in geringen Mengen Glucose 

beinhaltet. Als Hauptbestandteil wurde jedoch Galactose nachgewiesen (Daten nicht 

gezeigt). 

Nach weiterer Aufreinigung dieses Gemisches wurde ein Galactansulfat mit geringem 

Anteil von Xylose erhalten. Xylose ist eine relativ selten vorkommende Pentose in Zell-

wänden von Prokaryoten - im Gegensatz zu Pflanzen. In D-Konfiguration wurde sie im 

Lipopolysaccharid von Neisseria und in L-Konfiguration im LPS von Pseudomonas 

nachgewiesen [391]. Sulfatierte Polysaccharide sind weniger im Prokaryoten-Reich, 

sondern vermehrt im Pflanzen- und Tierreich als Bestandteile extrazellulärer Matrix 

verbreitet. Darunter sind Glycosaminoglycane, wie Heparin, Heparansulfat, Chon-

droitinsulfat und Dermatansulfat zu nennen [392]. Eine weitere Kategorie stellen die 

Rot- und Braunalgen-Polysaccharide dar, die nachgewiesene biologische Aktivität 

besitzen (Fucoidan) [393], bzw. aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften für 

industrielle Zwecke genutzt werden (z. B. Carragenane, Agar, Agarose). 

Im Speziellen werden Galactansulfate u. a. von Algen synthetisiert und für die 

Herstellung von Agar verwendet. Xylose kann auch Bestandteil von Agarose sein. 

Von der isolierten Galactansulfat-Fraktion wurde eine Analyse zur Bestimmung der 

absoluten Konfiguration durchgeführt, die gezeigt hat, dass die Galactose - wie in 
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Agarose - sowohl in D- als auch in L-Konfiguration vorliegt. Durch weitere Unter-

suchungen konnte gezeigt werden, dass dieses Galactansulfat aus dem Nährboden 

stammt, der zur Anzucht verwendet wurde. So zeigten vergleichende NMR-Messungen 

von diesen isolierten Galactansulfaten, dem Middlebrook-Agar (siehe 3.1.3) und reiner 

Agarose identische Signale. 

Für Fraktion 2 wurden jeweils Arabinose und Mannose nachgewiesen. Außerdem 

wurde Glucose identifiziert. Auffällig war das Vorhandensein von methylierten 

Hexosen. Einerseits wurde in großen Mengen eine 6-O-Methyl-Hexose und geringer 

eine 3-O-Methyl-Hexose nachgewiesen (siehe Tabelle 2). Um welche Hexosen es sich 

dabei handelt, konnte aufgrund von fehlenden Standard-Substanzen nicht ermittelt 

werden. Die Zuckerzusammensetzung mit Arabinose und Mannose als Haupt-

bestandteile sowie erste NMR-Experimente (siehe 4.2.3) in dieser zweiten Fraktion 

gaben Hinweise darauf, dass es sich bei dieser Fraktion um ein Gemisch handelt, das 

ein Arabinomannan beinhaltet, wie es bereits aus der Kapsel von M. tuberculosis 

isoliert und teilweise charakterisiert wurde [40]. Ferner könnte es sich dabei um Lipo-

arabinomannan handeln, einem Glycolipid, das in allen Mykobakterien-Spezies 

Bestandteil der Zellwand darstellt und möglicherweise auch in einer zweiten Schicht an 

der äußersten Zelloberfläche vorkommt [208]. Der Glycan-Anteil beider Polymere weist 

strukturelle Ähnlichkeiten auf [40]. Ein eindeutiger Unterschied zwischen dem Arabino-

mannan und dem Lipoarabinomannan ist der Lipidanker [40], der im Lipoarabino-

mannan vorhanden ist, und der dem Arabinomannan fehlt. Daher wurde versucht, durch 

eine Fettsäure-Analyse dieser Fraktion das Vorhandensein des Lipids nachzuweisen 

bzw. auszuschließen. Charakteristische Fettsäuren im Lipoarabinomannan sind 

Tuberkulostearinsäure (C19:0) und Palmitoleinsäure (C16:0) [201]. Die Fettsäure-

Analyse stellte sich allerdings als schwierig heraus, da der Fettsäure-Anteil im Lipo-

arabinomannan im Verhältnis zum Gesamtmolekül äußerst gering ist [180]. Bei dieser 

Analytik der Fettsäuren war bei einer eingesetzten Substanzmenge von 500 µg die 

untere Nachweisgrenze erreicht, so dass weder qualitativ noch quantitativ eine 

eindeutige Aussage getroffen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die limitierte 

Substanzmenge lies jedoch keine weitere Analyse in einem größeren Maßstab zu. 

Zunächst konnte daher nicht geklärt werden, ob es sich bei dieser Fraktion um ein 

Gemisch handelt, das ein Arabinomannan oder ein Lipoarabinomannan beinhaltet. 

Zur weiteren Aufreinigung dieses Gemisches wurde eine Affinitäts-Chromatographie 

durchgeführt. Generell ist es erforderlich, komplexe Substanzgemische mehrmals durch 
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unterschiedliche chromatographische Methoden aufzutrennen. Dabei ist es sinnvoll, 

beispielsweise einerseits nach Molekularmasse und andererseits nach Ladung, Hydro-

philie oder spezifischer nach Bindungsaffinität zu anderen Molekülen zu trennen. 

Affinitäts-Chromatographie ist äußerst spezifisch und wird mittels Antikörper oder 

Lektinen durchgeführt, die selektiv Moleküle aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften 

zu binden vermögen. Das erhaltene Gemisch wurde durch Affinitäts-Chromatographie 

mittels ConcanavalinA (siehe oben) aufgetrennt. Strukturen mit endständigen 

α-gebundenen Mannose-Resten kommen zum Teil in mykobakteriellen Arabino-

mannanen vor [40]. Diese bilden jedoch auch so genannte „Mannose-Caps“ in Lipo-

arabinomannen [180]. Terminale α-gebundene Glucose-Reste, die auch von ConA 

gebunden werden, kommen auch in dem beschriebenen Glucan aus M. tuberculosis vor 

[40]. 

Durch die Affinitäts-Chromatographie mittels ConA wurde versucht, aus dem 

erhaltenen Gemisch Arabinomannane mit terminalen Mannose-Resten zu isolieren. 

Dabei wurde zur Detektion die UV-Absorption sowohl bei 210 nm als auch bei 280 nm 

gemessen. Bei letzterer Wellenlänge absorbieren typischerweise Proteine durch das 

Vorhandensein aromatischer Aminosäuren, wie Tyrosin und Tryptophan [394]. Die 

Chromatographie der Gemische aus beiden Morphotypen ergab bei den jeweils 

gemessenen Wellenlängen zwei Signale, die sich in ihrer Absorption stark unter-

schieden (siehe Abbildung 23). Das intensivste Signal zeigte die ConA-negative 

Fraktion (Fraktion A). Gebundene Substanz (Fraktion B) absorbierte bei 210 und 

280 nm im Vergleich dazu hingegen nur schwach. Damit wurde Substanz abgetrennt, 

die damit nachgewiesenermaßen terminal glycosyliert ist. Erste Analysen durch NMR-

Messungen und Neutralzucker-Bestimmungen zeigten, dass diese zwei Fraktionen sich 

strukturell unterscheiden, wobei Fraktion A wahrscheinlich ein Lipoarabinomannan 

darstellt und Fraktion B ein reines Arabinomannan. (siehe 5.3). In Fraktion A wurden 

Arabinose, Mannose, 6-O- und 3-O-Methyl-Hexose, sowie Glucose und Galactose 

nachgewiesen (siehe Abbildung 24). NMR-Spektren zeigen das Vorhandensein von 

Fettsäuren. Damit liegt ein Lipoglycan-Gemisch vor. In den Fraktionen B wurde aus-

schließlich Arabinose und Mannose nachgewiesen (siehe Abbildung 25). Das Prinzip 

der Trennung dieser Substanz aus dem Gemisch beruht auf der Bindung an ConA, was 

endständige Mannosylierungen beweist. Das Vorhandensein von Fettsäuren wurde 

aufgrund von NMR-Spektroskopie und SDS-PAGE ausgeschlossen. Damit liegen 

neutrale nicht-acylierte Arabinomannane vor, die terminale Mannose-Reste aufweisen. 
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5.3 Strukturanalysen 

Kohlenhydrate haben das Potential zur beinahen unbegrenzten Strukturvielfalt. Anders 

als Aminosäuren, die lineare unverzweigte Peptide bilden, können Monosaccharide über 

verschiedene Hydroxylgruppen glycosidische Bindungen eingehen. So können auch 

bakterielle Kapsel-Polysaccharide generell zahllose verzweigte Strukturen ausbilden. 

Als Homo- und Heteropolymere bestehen sie aus Zuckern und Nicht-Zucker-Bestand-

teilen mit zahlreichen Substitutionen und Bindungsmöglichkeiten. Ungewöhnliche 

Zucker kommen nicht selten vor [395]. Die meisten bakteriellen Polysaccharide stellen 

Heteropolymere dar und bestehen aus einer Wiederholungseinheit aus Oligosacchariden 

[222;396;397;398;399]. Dem Großteil werden antigene Eigenschaften zugesprochen. 

Daher sind sie häufig für die immunologischen Typ-, Spezies- oder Gruppen-

Spezifitäten der Bakterien verantwortlich [391]. 

Die in dieser Arbeit isolierten mykobakteriellen Polysaccharide wurden strukturell 

untersucht. Da die Ausbeuten der erhaltenen Fraktionen generell gering waren, wurden 

die chemischen Analysen zur Strukturaufklärung an Minimalmengen durchgeführt. 

Die Polysaccharide der Fraktion A wurden aufgrund der Neutralzucker-Zusammen-

setzung als Arabinomannane identifiziert. In den NMR-Spektren geben Signale um 1,0 

ppm und 1,5 ppm, die durch CH3-  bzw. –CH2-Gruppen hervorgerufen werden, 

Hinweise auf das Vorhandensein eines Lipidankers. Aus Gründen der limitierten 

Substanzmenge wurde auf eine qualitative Fettsäure-Analyse verzichtet. Es handelt sich 

bei den ConA-negativen Polysacchariden damit sehr wahrscheinlich um Lipoarabino-

mannane. Durch Methylierungsanalysen wurden die für LAM zu erwartenden Zucker-

reste nachgewiesen (siehe 4.4.2.2.1.1). 3-O-Methyl-Hexosen wurden als terminale und 

5-substituierte Hexapyranosen nachgewiesen. 6-O-Methyl-Hexosen liegen sowohl 4- 

als auch 5-substituiert in pyranosidischer Ringform vor (siehe 4.4.2.2.1.2). Anders als 

gebundene stellen ungebundene Fraktionen nach Affinitäts-Chromatographie nicht 

zwingend Reinsubstanzen dar, denn bei fehlender Affinität zu dem Antikörper oder 

Lektin kommt es zu keiner weiteren Auftrennung des Gemisches. Somit war zunächst 

nicht auszuschließen, dass es sich bei den LAM dennoch um Gemische handelt. Der 

Nachweis von Glucose (siehe 4.4.2.1) in diesen Präparationen spricht dafür, dass es sich 

nicht um aufgereinigte Isolate handelt. 

Zu erwähnen ist, dass diese LAM nach milder Extraktionsmethode mit 1% wässriger 

Phenol-Lösung (siehe 4.2) gewonnen wurden. Üblicherweise wird zur Extraktion von 
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Lipoglycanen die french press-Methode angewandt, um dann aus Zellwand-Bestand-

teilen Lipoglycane zu isolieren. Dies stützt die Hypothese, dass Lipoglycane, 

insbesondere LAM, nicht nur in der Zellwand verankert vorkommen, sondern entweder 

kontinuierlich synthetisiert werden oder in einer zweiten Schicht in der Zellhülle 

lokalisiert sind [208]. 

Massenspektrometrische Untersuchungen dieser LAM lieferten Spektren, die durch die 

Vielzahl an Kombinationen aus Hexosen, Pentosen und Methyl-Hexosen nicht 

interpretierbar waren (siehe 4.4.2.3.2). Diese Substanzen wurden nicht vollständig 

charakterisiert. 

Die Polysaccharide der Fraktion B erwiesen sich als Arabinomannane in Reinstform. Es 

gab keine Hinweise auf Verunreinigungen mit anderen Substanzen. Die Zucker-

Zusammensetzung zeigte eindeutige Unterschiede zwischen den beiden Arabino-

mannanen aus SmT und SmO. Das Polysaccharid aus SmT zeigt ein Verhältnis von 

Arabinose zu Mannose wie 1:4, während das Arabinomannan aus SmO Arabinose und 

Mannose in annähernd gleichen Anteilen beinhaltet (siehe 4.4.2.1). Methylierungs-

analysen lieferten dieselben substituierten Zucker-Reste in beiden Arabinomannanen. 

Es wurden hauptsächlich vier verschiedene Arabinose-Reste (tAraf, 2-Araf, 5-Araf, 3,5-

Araf) und fünf verschiedene Mannose-Reste (tManp, 2-Manp, 3-Manp, 6-Manp, 2,6-

Manp) identifiziert. Damit beinhalten die in dieser Arbeit isolierten Arabinomannane 

dieselben Zucker mit identischen Substitutionsmustern, wie sie für mykobakterielle 

Arabinomannane beschrieben sind [227]. Zur Strukturaufklärung der Arabinomannane 

wurden ein- und zweidimensionale NMR-Experimente auf der Grundlage der 

Ergebnisse der Methylierungsanalyse herangezogen. Starke Überlagerungen der Signale 

in den NMR-Spektren ließen nicht immer eine vollständige Identifizierung der Zucker-

Reste zu (siehe Abbildung 39 und Abbildung 40). Insbesondere Mannose-Reste zeigten 

in den TOCSY-Spektren (nicht gezeigt) nicht alle zu einer Zucker-Einheit gehörigen 

Protonen, dessen Korrelationssignale mit benachbarten Protonen auch in den COSY-

Spektren nicht immer identifizierbar waren. Somit konnten in NOESY- und ROESY-

Spektren nicht alle interresidualen Kontakte zugeordnet werden. Die Ergebnisse der 

Methylierungsanalysen in Kombination mit den NMR-Daten ließen dennoch Struktur-

vorschläge zu. Für das Arabinomannan aus SmT kann folgende mögliche Struktur 

vorgeschlagen werden: 
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Die Anzahl der jeweiligen Zucker-Reste ergibt sich aus der Quantifizierung der 

einzelnen Monomere nach Methylierungsanalyse (siehe 4.4.2.2.2). Die NMR-Daten 

geben Beweise für eine Mannan-Hauptkette aus 1 6-gebundenen Mannose-Resten. 

Dabei kommen 6- und 2,6-substituierte Mannose-Reste alternierend vor. NOE-Kontakte 

zwischen Proton 1 und Proton 6 der 6-gebundenen Mannose zeigen (siehe Abbildung 

41), dass auch eine Kette aus 6-gebundenen Mannosen vorliegt. Ob diese 1 6 

gebundenen Mannosen als Ketten zwischen den 2,6-substituierten Resten vorliegt, kann 

nicht geklärt werden. NOE-Kontakte zwischen Proton 1 der terminalen Mannosen und 

Proton 2 der 2,6-substituierten Mannose (siehe Abbildung 41) zeigen, dass diese alle in 

Position 2 terminal mannosyliert sind. Die NMR-Daten geben Beweise für eine 1 5 

gebundene Arabinan-Kette, von denen einige Arabinose-Reste an Position 3 mit Seiten-

ketten aus weiteren 1 5 Arabinan-Ketten substituiert sind. Es kann keine Aussage 

darüber getroffen werden, ob in der Hauptkette die 5- und 3,5-substituierten Reste 

alternierend vorliegen, oder ob zwischen den Verzweigungsstellen auch lediglich 1 5 

gebundene Arabinose-Reste vorliegen. Die Länge bzw. die Lage der einzelnen Seiten-

ketten ist nicht identifizierbar. Nachgewiesenermaßen befinden sich terminale 

Mannose-Reste an den Seitenketten – einerseits direkt an den 1 5 gebundenen 

Arabinose-Resten und andererseits an den Cap-Strukturen, die von 2-substituierten 

Mannosen gebildet werden. Durch Methylierungsanalyse wurden ebenfalls 3-

substituierte Mannosen nachgewiesen. Möglicherweise existieren nicht nur Cap-

Strukturen aus 1 2 gebundenen, sondern auch aus 1 3 gebundenen Mannosen. Da die 

Identifizierung der 3-substituierten Mannose durch NMR nicht erfolgte, konnten so 
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auch keine interresidualen Kontakte von diesem oder zu diesem Zucker zugeordnet 

werden. Die Lage der 3-substituierten Mannose-Reste bleibt daher ungeklärt. Eine 

Existenz als Cap-Strukturen aus 1 3 gebundenen Mannosen ist aber wahrscheinlich. 

Die Verknüpfung der Arabinan-Kette (1 5) an die Mannan-Kette (1 6) ist von einer 

5-substituierten Arabinose an eine 6- oder 2,6-substituierte Mannose wahrscheinlich. 

Ein interresidualer Kontakt zwischen 6-substituierten Mannosen und 5-substituierten 

Arabinosen wurde nicht identifiziert. Das kann damit zu erklären sein, dass nur eine 

Verknüpfung pro Molekül auftritt und deren interresidualer Kontakt neben zahlreichen 

weiteren intra- und interresidualen Kontakten nicht zu beoachten ist. Die Verknüpfung 

der Arabinan-Kette an die Mannan-Kette ist dennoch entweder über eine 6- oder 2,6-

substituierte Mannose sehr wahrscheinlich. 

Die massenspektrometrischen Analysen der Arabinomannane wurden unter Induzierung 

hoher Fragmentierung durchgeführt, um Informationen über die strukturellen Eigen-

schaften zu gewinnen. Daher wurden keine Molekülpeaks mit den Molekularmassen des 

gesamten Arabinomannans erwartet, sondern vorwiegend einzelne Fragmente des 

Moleküls. Auf der Grundlage der vorgeschlagenen Struktur können die Fragmente nach 

ESI-MS u. a. als Seitenketten interpretiert werden. Fragmente, die nur aus Mannosen 

bestehen, wurden nur in einem Fall nachgewiesen (siehe Tabelle 7). Ein Grund dafür 

kann sein, dass das Mannan aufgrund seiner Struktur ohne Seitenketten ein anderes 

Fragmentierungsverhalten zeigt als das Arabinan mit seinen zum Teil langen Seiten-

ketten. Es kann somit angenommen werden, dass das langkettige unverzweigte Mannan, 

das lediglich terminale Mannose-Reste aufweist, in geringerem Maße fragmentiert und 

daher aufgrund der Masse nur eingeschränkt detektiert wird. Das Arabinan mit seinen 

Seitenketten lässt eine verstärkte Fragmentierung erwarten. Insbesondere zwischen den 

einzelnen Seitenketten ist die Stabilität des Moleküls verringert, so dass eine 

Fragmentierung zu erwarten ist. Auf dieser Grundlage können die identifizierten 

Fragmente (siehe Abbildung 32) vorwiegend als Arabinan-Seitenketten (mit mehr oder 

weniger Teilen der Hauptkette) erklärt werden. Nicht jedes Fragment stellt somit eine 

Seitenkette dar. Es muss berücksichtigt werden, dass jede Seitenkette der postulierten 

Struktur eine gerade Anzahl von Mannose-Resten trägt. Das Auftreten von Fragmenten 

mit ungerader Anzahl von Mannose-Resten kann jedoch wiederum damit erklärt 

werden, dass ein Fragment durch Abspaltung von (Pentosen und) Hexosen aus einem 

anderen hervorgegangen sein kann. Die ESI-MS-Daten sind somit im Einklang mit der 

postulierten Struktur, können aber nicht eindeutig Strukturelemente zugeordnet werden. 
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Für das Arabinomannan aus SmO ist folgende Struktur möglich: 
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Dieses Arabinomannan aus SmO weist im Vergleich zu SmT ein verkürztes Mannan 

und größeres Arabinan auf. Ob es sich dabei um eine längere Hauptkette handelt oder 

um längere oder mehr Seitenketten, kann durch die chemischen Analysen und NMR-

Messungen nicht bestimmt werden. Weitere strukturelle Unterschiede zwischen dem 

Arabinomannan aus SmT und SmO können nicht festgestellt jedoch auch nicht aus-

geschlossen werden. 

Die massenspektrometrischen Analysen dieses Arabinomannans (siehe Abbildung 31) 

zeigen ausschließlich Fragmente, die mehr Arabinose-Reste als Mannose-Reste 

aufweisen. Aufgrund des größeren Arabinans ist dies in guter Übereinstimmung. So 

können die Fragmente zum Teil als Arabinan-Seitenketten (mit oder ohne Teilen der 

Hauptkette) erklärt werden. 

5.4 Biologische Aktivität 

Allen isolierten mykobakteriellen Polysacchariden konnte biologische Aktivität nach-

gewiesen werden. 

Um auszuschließen, dass die zu testenden Substanzen kontaminiert sind, wurde der 

Gehalt an LPS, einem starken Zytokin-Induktor, durch einen LAL-Test (siehe 3.3.16) 
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bestimmt. Dabei wurden nur geringe Mengen LPS nachgewiesen (Fraktion A: SmT: 97 

pg/µg; SmO: 81 pg/µg; Fraktion B: SmT: 15 pg/µg; SmO: 3 pg/µg). Derartig geringe 

Konzentrationen an LPS-Verunreinigungen sind im Hinblick auf biologische Aktivität, 

insbesondere Zytokin-Induktion, zu vernachlässigen. 

Zunächst wurde die TNF-α-Freisetzung aktivierter Knochenmarksmakrophagen nach 

Stimulation mit den Polysacchariden bestimmt. TNF-α gilt als proinflammatorisches 

Zytokin, das in einer frühen Phase der Infektion lokal produziert wird. Überwiegend 

wird es von Zellen des mononukleären Phagozytensystem gebildet. Es ist ein so 

genanntes endogenes Pyrogen, das nach Stimulation durch exogene Pyrogene gebildet 

wird. Es bewirkt proinflammatorische Funktionen wie Aktivierung des Endothels, 

Förderung der Adhäsion und Extravasion von Leukozyten, Permeabilitätssteigerung der 

Gefäße und Förderung der Gerinnung auf der Oberfläche von Endothelzellen. Auf diese 

Weise wird möglicherweise der Verschluss kleiner Blutgefäße erreicht, um eine 

systemische Ausbreitung der Infektion zu verhindern. Darüber hinaus wird durch 

TNF-α die Phagozytose durch neutrophile Granulozyten gesteigert. TNF-α wirkt auch 

als Kofaktor der Makrophagenaktivierung [400]. 

Die Messungen der TNF-α-Freisetzung stimulierter Knochenmarksmakrophagen 

zeigen, dass die Lipoglycan-Gemische (Fraktion A) eine verhältnismäßig hohe TNF-α-

Produktion induzieren können, während die lipidfreien Arabinomannane (Fraktion B) 

keine Freisetzung an TNF-α induzieren (siehe Abbildung 43). Die Mengen an 

freigesetztem TNF-α nach Stimulation mit den Lipoglycan-Gemischen sind höher als 

diejenigen, die nach Aktivierung durch LPS erreicht wurden, wobei LPS als Rein-

substanz als wahrscheinlich stärkster Stimulus gilt. Im Vergleich zu der Stimulation mit 

ganzen Mykobakterien wurde allerdings weniger Zytokin freigesetzt. Die Ergebnisse 

wurden nach Stimulation humaner dendritischer Zellen bestätigt (siehe Abbildung 44). 

Die verstärkte Zytokin-Produktion humaner Zellen (um mehr als Faktor 10) im 

Vergleich zu murinen Zellen erklärt sich durch die Tatsache, das das murine Immun-

system generell unempfindlicher gegen Stimuli ist. Durch beide in vitro Systeme wurde 

gezeigt, dass es sich damit bei den Lipoglycan-Gemischen um starke Induktoren für 

TNF-α handelt. Im Gegensatz dazu führen die reinen Arabinomannane zu einer äußerst 

geringen Produktion von TNF-α. Es scheint somit ein struktureller Unterschied der 

Substanzen für die Stimulation mononukleärer Zellen verantwortlich zu sein. Dieser 

Unterschied kann auf den Lipidanker zurückgehen oder in den terminalen Mannosen 

begründet sein. 



DISKUSSION 
______________________________________________________________________ 

 169

Weiterhin wurde die INF-γ-Produktion humaner mononukleärer Zellen nach 

Stimulation mit den isolierten mykobakteriellen Polysacchariden gemessen. 

INF-γ ist als proinflammatorisches Zytokin für die Infektabwehr essentiell. Es wird von 

aktivierten Lymphozyten und NK-Zellen produziert und ist ein Schlüssel-Zytokin in der 

Th1-Immunantwort. In NK-Zellen wird es durch Makrophagen-Zytokine, wie TNF-α 

und IL-12, stimuliert. Damit steht INF-γ insbesondere in der frühen Phase der Infektion 

als Makrophagenaktivator zur Verfügung. Es induziert die Makrophagenaktivierung 

und ist damit wichtig für das Abtöten von Erregern, die wie beispielsweise Myko-

bakterien intrazellulär überleben [400]. 

Die Messungen zeigen, dass sowohl die Lipoglycan-Gemische als auch die Arabino-

mannane alle sehr schwache Induktoren für eine INF-γ-Freisetzung sind (siehe 

Abbildung 47). Die Messungen wurden nach Stimulation für 7 d durchgeführt. 

Möglicherweise wäre zu einem früheren Zeitpunkt eine vermehrte INF-γ zu erwarten, 

da es sich bei IFN-γ um ein frühes Zytokin handelt (siehe oben). Das Ergebnis ist daher 

nicht eindeutig zu bewerten. 

Ferner wurde die IL-10-Freisetzung von murinen Makrophagen und humanen 

dendritischen Zellen nach Stimulation mit den Fraktionen A und B aus SmT und SmO 

quantifiziert. IL-10 gilt als antiinflammatorisches Zytokin. Es ist in der Lage, 

Entzündungen infolge von Infektionen einzudämmen. IL-10 wird von zahlreichen 

Zellen gebildet, wobei die wichtigsten Produzenten Monozyten, Makrophagen und Th2-

Zellen sind. Im Gegensatz zu anderen Zytokinen wird IL-10 in einer späten Phase 

gebildet. Es wird nach den proinflammatorischen Zytokinen freigesetzt und gilt als 

negativer Rückkoppler. Wahrscheinlich ist IL-10 dafür verantwortlich, überschießende 

Reaktionen in der Infektabwehr zu inhibieren. Damit gilt IL-10 als immun-

supprimierendes Zytokin [400]. 

Die Messungen der IL-10 Produktion muriner Knochenmarksmakrophagen nach 

Stimulation mit den Fraktionen A und B aus SmT und SmO zeigen ähnliche Ergebnisse 

(siehe Abbildung 45) wie die der TNF-α-Messungen (siehe Abbildung 43). Nach nur 

24 h Stimulation mit den Lipoglycan-Gemischen wurden sehr hohe Konzentrationen an 

IL-10 freigesetzt. Da es sich bei IL-10 um ein Zytokin handelt, das verhältnismäßig spät 

produziert wird (siehe oben), wären nach 96 h, dem Zeitraum, nach dem typischerweise 

IL-10 in vitro gemessen wird, höhere IL-10-Werte zu erwarten. 

Die Messungen von IL-12 in Überständen stimulierter Zellen zeigen generell eine 

geringe Zytokin-Antwort (siehe Abbildung 48). IL-12 wird vorwiegend von Monozyten 
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bzw. Makrophagen sowie von dendritischen Zellen produziert und ist wichtig in der 

frühen Phase zellulärer Immunität. Es ist ein potenter Induktor von Anti-Tumor-

Aktivität [401] und wirkt zusammen mit INF-γ und TNF-α [402]. 

Im Zusammenhang mit mykobakteriellen Arabinomannanen wurden bereits zyto-

toxische Eigenschaften beschrieben [304;305]. Die Zytotoxizitäten wurden in vivo in 

Maus-Modellen gegen Fibrosarkome und Metastasen von Lungenkarzinomen und 

Melanomen festgestellt. Dabei handelt es sich allerdings nicht um aufgereinigte 

kapsuläre Arabinomannane, sondern um Arabinomannan-reiche Extrakte, die aus 

M. tuberculosis Stamm Aoyama B gewonnen wurden. 

Um ähnliche immunmodulatorische Aktivitäten von reinen Arabinomannanen aus 

M. avium zu testen, wurden diese zur in vitro-Stimulation humaner mononukleärer 

Zellen eingesetzt, deren Aktivität gegen eine humane Blasentumor-Zelllinie getestet 

wurde. Die Lipoglycan-Gemische induzierten eine starke Zytotoxizität. Analog dazu 

induzierten die reinen Arabinomannane eine ebenso ausgeprägte Anti-Tumor-Aktivität 

(siehe Abbildung 49). Zur Bestimmung der Zytotoxizität wurde als Referenz-Stimulus 

ein BCG-Lyophilisat eingesetzt, da BCG als potenter Aktivator humaner MNC-

Funktionen beschrieben ist [403]. Als Negativ-Kontrolle wurden unstimulierte Zellen 

eingesetzt. Nicht im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente durchgeführt, die 

zeigen, dass Zellen, die mit Substanzen kultiviert werden, die keinerlei immun-

modulatorische Eigenschaften besitzen, gleichermaßen inaktiv sind wie unstimulierte 

Zellen [404]. Damit sind unstimulierte Zellen als reelle Negativ-Kontrolle anzusehen. 

Die Zytotoxizität wurde gegen die humane Blasentumor-Zelllinie T24 bestimmt. Diese 

ist im Vergleich zu der Leukämie-Zelllinie K562 verhältnismäßig unempfindlich gegen 

BCG [405]. Um selbst geringe Mengen an zytotoxischer Aktivität festzustellen, bietet 

sich daher BCG als Positiv-Kontrolle gegen T24 an. 

Eine konzentrationsabhängige Zytotoxizität konnte für alle isolierten Substanzen ein-

deutig festgestellt werden. Auffällig ist, dass die jeweils getesteten Lipoglycan-

Gemische (Fraktion A) und Arabinomannane (Fraktion B) aus SmO ein anderes Dosis-

Wirkungs-Optimum als die aus SmT zeigen. Denn bei Erhöhung der Konzentration von 

10 µg auf 40 µg der Stimuli ist bei SmO die Messgröße für die Zytotoxizität 

unverändert. Bei SmT hingegen ist eine starke Abnahme dieser Aktivität zu verzeichnen 

(siehe Abbildung 50). Damit scheint bereits das Optimum für 40 µg dieser Substanz 

überschritten zu sein. Um diesen Dosis-Wirkungs-Effekt eindeutig nachzuweisen und 

die Optima der einzelnen Substanzen zu bestimmen, wären weitere Experimente nötig. 
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Dabei könnte der Effekt mit geringeren Mengen der Stimuli und in weiteren Effektor-

Zielzell-Verhältnissen gemessen werden, so wie es für BCG etabliert ist. Bei BCG liegt 

das Optimum des Dosis-Wirkungs-Effekt bei 7 Tagen Stimulation mit 0,04 MOI pro 

Zelle. Aus Gründen der limitierten Substanzmengen (siehe Tabelle 3) wurde an dieser 

Stelle auf weitere Experimente verzichtet. 

Werden mononukleäre Zellen in Kultur gehalten, unabhängig davon, ob sie stimuliert 

werden oder nicht, ist der Anteil an Monozyten nach 7 Tagen fast vollständig zugrunde 

gegangen. Übrig bleiben Lymphozyten und NK-Zellen. Das heißt, nach derart langen 

Stimulationszeiten von mononukleären Zellen sind wahrscheinlich NK-Zellen für die 

nachgewiesene Zytotoxizität verantwortlich. Für BCG-aktivierte Killerzellen konnte 

dies gezeigt werden: Die Stimulation von humanen mononukleären Zellen für 7 Tage 

mit M. bovis BCG führt zur Aktivierung von zytotoxischen Lymphozyten von NK-Zell-

Phänotyp [406]. 

Im Vergleich zu BCG sind die isolierten mykobakteriellen Polysaccharide relativ 

potente Immunmodulatoren. Bei den eingesetzten Substanzmengen zur Stimulation 

wurde jeweils rund die Hälfte der Aktivität von BCG nachgewiesen. Möglicherweise 

sind höhere Werte zu erreichen, wenn die Dosis von 10 µg des jeweiligen Stimulus 

weiter verringert wird. Anhand der Messwerte ist nicht erkennbar, ob bei 10 µg das 

Maximum erreicht oder bereits überschritten ist. 

Eindeutig ist, dass die nachgewiesenen immunmodulatorischen Eigenschaften auf 

morphotypspezifische Unterschiede zurückgehen und weniger in Strukturunterschieden 

wie den Lipidanker oder das Vorhandensein terminaler Mannosen, begründet sind. 

Hingegen ist ein Lipidanteil in den Arabinomannanen für eine verstärkte Zytokin-

Produktion verantwortlich. Arabinomannane mit Lipidanker sind starke Induktoren für 

Zytokin-Produktion, während nicht acylierte Arabinomannane eine nur schwache 

Zytokin-Antwort hervorrufen (siehe 4.5). In der Literatur ist die Induktion von 

Zytokinen durch acylierte mykobakterielle Arabinomannane beschrieben 

[285;286;287]. Dass diese Wirkung auf den Lipidanker zurückzuführen ist, konnte für 

Lipoarabinomannane (AraLAM) aus M. smegmatis gezeigt werden. Nach Abspalten der 

Fettsäuren durch Alkali-Behandlung zeigte sich eine verminderte biologische Aktivität 

[407]. 

Dass Lipidanker essentiell für die Induktion proinflammatorischer Zytokine sind, zeigt 

sich auch durch die Wirkung von Lipopolysaccharid, dem wohl stärksten Induktor für 

TNF-α. 
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5.5 Ausblick 

Eine vollständige Strukturaufklärung der isolierten Arabinomannane gestaltet sich 

äußerst schwierig. Durch einen Verdau mit einem Enzym, das zum Beispiel spezifisch 

α-(1 5)-Bindungen zwischen Arabinose-Resten spaltet, könnten Mannan-Ketten und 

Cap-Strukturen aus 3,5-disubstituierten Arabinose-Resten mit Mannose-Resten erhalten 

werden, die dann chromatographisch aufgetrennt und separat strukturell untersucht 

werden könnten. Eine derartige Analyse würde hingegen keine weiteren Informationen 

über die exakte Struktur des Arabinans erlauben. Enzyme, die spezifisch α-(1 3)-

Bindungen zwischen Arabinose-Resten spalten, würden vollständige Arabinan-

Seitenketten mit Mannose-Cap-Strukturen hervorrufen. Diese könnten ebenfalls 

getrennt und separat strukturell untersucht werden. Massenspektrometrische und/oder 

NMR-spektroskopische Analysen könnten dazu führen, einzelne Seitenketten 

vollständig zu charakterisieren. Durch eine enzymatische Degradation ist die Struktur-

analyse des Arabinans mit Informationen über die Länge der Seitenketten oder Struktur 

der Arabinan-Hauptkette jedoch nur begrenzt möglich. 

Die biologische Aktivität der Arabinomannane soll in Zukunft näher charakterisiert 

werden. Dabei sind neben weiteren in vitro- auch in vivo-Experimente im Maus-Modell 

nötig. 

 

Die Infektionsbiologie der Mykobakterien ist nach wie vor unvollständig verstanden. 

Wichtig für die Infektion ist in den ersten Schritten die Adhärenz von Mykobakterien an 

Makrophagen als ihre Zielzellen. U. a. ist dabei der Makrophagen-Mannose-Rezeptor 

von Bedeutung [292]. Ist sowohl der Rezeptor als auch der Ligand im natürlichen 

System bekannt, die in ihrer Wechselwirkung zur Penetration von Mykobakterien in 

Makrophagen führen, so könnten kompetitive Rezeptor-Inhibitoren, wie die so 

genannten Glycomimetika [408] entwickelt und getestet werden. Dabei wird angestrebt, 

künstliche Liganden für die natürlichen Rezeptoren zu synthetisieren mit ähnlicher oder 

sogar verbesserter Wirksamkeit, um den Rezeptor zu blockieren und damit den Eintritt 

des Bakteriums in die Wirtszelle zu verhindern. Die Synthese solcher Verbindungen ist 

relativ problemlos durchzuführen, und kann leicht variiert werden. Bei dem Aufbau 

dieser Oligo- oder Polysaccharid-Strukturen, ist es wichtiger, die für die Erkennung 

essentiellen Strukturelemente zu platzieren, als dem natürlichen Liganden oder Antigen 

als Muster zu folgen. Es ist dabei nicht zwingend erforderlich, das das Gerüstmolekül 
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selbst ein Kohlenhydrat ist [409;410]. Derart synthetisierte Glycomimetika können mit 

den natürlichen Strukturen, wie den Bakterien und ihren Zielzellen, in Zellkultur-

systemen koinkubiert werden, um so in vitro eine eventuelle Blockierung des Rezeptors 

zu messen. 

Generell können für alle bekannten Rezeptoren auf der Oberfläche von Mykobakterien, 

die für den Eintritt in ihre Zielzellen verantwortlich sind, Inhibitoren auf diese Weise 

synthetisiert werden, um so eine Infektion möglicherweise zu unterbinden. Sollten im 

Laufe der weiteren Erforschung des Genoms von M. avium die Gene für die an der Bio-

synthese beteiligten Enzyme von Zellwand- und Kapsel-Polysacchariden zugeordnet 

werden können, so könnte dies neue Möglichkeiten zur Herstellung dementsprechender 

Inhibitoren bieten. 

Hinsichtlich der Entwicklung neuer antimykobakterieller Chemotherapeutika, die 

zweifelsohne aufgrund der steigenden Zahl multiresistenter Stämme notwendig sind [5] 

(siehe 1.1.1.1), bietet somit die Glycomimetika-Forschung äußerst viel versprechende 

Möglichkeiten. 

 

Die nachgewiesenen aber nicht aufgeklärten Mechanismen der anti-neoplastischen 

Eigenschaft des M. bovis Stammes BCG können möglicherweise neue Wege der 

Tumor-Therapie einleiten [110;249]. Derzeit stellt dieser Stamm eine Standardtherapie 

in der Behandlung des Urothelkarzinoms dar [109]. Sollten die molekularen Prinzipien 

verstanden werden, und ließen sich möglicherweise einzelne wirksame Strukturen aus 

diesem Stamm isolieren, so könnte eine derartige Therapie durch geringere Neben-

wirkungen verbessert werden. Denn als Lebend-Vakzine appliziert, gehen mit dieser 

Therapie zum Teil erhebliche Komplikation einher [249]. Eventuell könnte die 

Wirksamkeit auch auf andere Tumoren übertragbar sein, die bislang nicht oder nur 

unzureichend therapierbar sind. 

 

Die Rezeptor-Bindung an der Oberfläche von Makrophagen sowie die Phagozytose von 

Mykobakterien initiieren im Makrophagen eine nur teilweise aufgeklärte Signalkaskade. 

Bekannt ist, dass als Oberflächenmoleküle CD14 [411] und Toll-like-Rezeptoren 

[412;413] sowie MAP-Kinasen [414] und Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen. 

Zur Aufklärung der initialen Signaltransduktion ist es notwendig, spezifische Rezeptor-

Antikörper sowie gendefiziente Versuchstiere einzusetzen, um zum Beispiel 
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Informationen über frühe Zytokinfreisetzungen zu erhalten und damit die ersten Schritte 

intrazellulärer Mechanismen der mykobakteriellen Infektion zu verstehen. 

 

Die zellulären und molekularen Mechanismen, die zur Granulombildung bei 

Tuberkulosen führen, sind ebenso nur unvollständig verstanden. 

Desweiteren ist bislang nicht geklärt, warum nur weniger als 10% aller mit M. tuber-

culosis infizierten Personen eine aktive Tuberkulose entwickeln. Klar ist lediglich, dass 

eine genetische Prädisposition darin begründet ist [415;416]. Auf diesem Gebiet wird 

auf der Grundlage der Genomforschung gearbeitet, um den genetischen Mechanismus 

zu verstehen, der dazu führt, dass ein großer Teil der Bevölkerung resistent, ein kleiner 

Teil hingegen suszeptibel für diese Infektion ist. 

 

Ein Großteil der Grundlagenforschung hinsichtlich der Infektiologie von M. tuber-

culosis wird zunächst an der eng verwandten aber minder pathogenen Spezies M. avium 

durchgeführt. So wurden auch in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen an M. avium 

angestellt. 

Zum Verständnis der Funktion mykobakterieller Kapselpolysaccharide ist es neben 

vollständiger Strukturaufklärung notwendig, Antikörper gegen diese Strukturen zu 

generieren. Durch Immunisierung geeigneter Tiere, wie Kaninchen, mit diesen 

isolierten Polysacchariden u. U. unter Verwendung von Adjuvantien, könnten mono-

klonale Antikörper erhalten werden. Damit lassen sich Untersuchungen zur Antigen-

produktion anstellen. Einerseits könnten die Polysaccharide auf der Zelloberfläche 

durch markierte Antigen-Antikörper-Komplexe elektronenmikroskopisch lokalisiert 

werden. Andererseits kann die Bildung des Antigens in vitro und in vivo verfolgt 

werden. So könnte untersucht werden, ob sich die Biosynthese dieser Strukturen unter 

gewissen Bedingungen ändert, wie zum Beispiel während der einzelnen Wachstums-

phasen, vor und nach Phagozytose von Makrophagen. Ebenso könnte mit Hilfe eines 

monoklonalen Antikörpers gezeigt werden, ob auch andere M. avium-Stämme oder 

sogar weitere Spezies dieser Gattung diese oder ähnliche Strukturen synthetisieren. 

Möglicherweise könnte die Bindung zahlreicher Antikörper auf der Bakterien-Ober-

fläche eine gezielte Phagozytose durch Makrophagen verhindern, was damit eine herab-

gesetzte Virulenz zur Folge hätte. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aus Mycobacterium avium, Stamm 2151 Kapsel-

material zu extrahieren. Dabei wurde zwei verschiedene Koloniemorphotypen, die sich 

hinsichtlich ihrer Pathogenität im Maus-Modell unterscheiden, verglichen. Poly-

saccharide wurden aus dem Gemisch isoliert, anschließend aufgereinigt, charakterisiert 

auf mögliche biologische Aktivität hin getestet. 

Aus der Kapsel beider untersuchter Morphotypen wurde jeweils ein Arabinomannan 

und ein Lipid-haltiges Arabinomannan isoliert, von denen ersteres aufgereinigt wurde. 

Dazu wurde eine teilweise etablierte Methode optimiert. Die neutralen nicht-acylierten 

Arabinomannane wurden strukturell untersucht. Chemische Analysen in Verbindung 

mit massenspektrometrischen Untersuchungen und Kernresonanz-Spektroskopie führten 

zu Strukturvorschlägen. Dabei wurden deutliche Strukturunterschiede zwischen den 

Arabinomannanen ersichtlich. Das Polysaccharid aus dem virulenten Morphotyp weist 

ein deutlich größeres Mannan und ein verkürztes Arabinan auf. Das Arabinomannan aus 

dem avirulenten Kolonietyp besitzt ein größeres Arabinan als Mannan. 

Biologische Aktivität der isolierten Polysaccharide wurde in vitro getestet. Nach 

Stimulation humaner sowie muriner Zellen mit diesen Polysacchariden wurde die 

Zytokin-Produktion hinsichtlich TNF-α, IL-10, IL-12 und INF-γ gemessen. Es zeigten 

sich eindeutige Unterschiede zwischen den Arabinomannanen mit und ohne Lipidanteil. 

Die mit Lipid stellen starke Induktoren für Zytokin-Produktionen dar. Die Arabino-

mannane ohne Lipidanteil induzieren nur äußerst schwach eine Zytokin-Antwort. 

In vitro wurde  eine immunmodulatorische Eigenschaft für alle Arabinomannane nach-

gewiesen. Dabei führt die Stimulation humaner Immunzellen mit diesen Arabino-

mannanen zu einer Zytotoxizität gegen humane Tumor-Zellen. Es wurden keine Unter-

schiede zwischen Lipid-haltigen und Lipid-freien Arabinomannanen beobachtet. 

Hingegen wurden Morphotyp-spezifische Unterschiede festgestellt, wobei das Arabino-

mannan aus dem virulenten Typ hinsichtlich der Immunmodulation potenter erscheint. 
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7. SUMMARY 

The aim of the current work was to extract capsular material from Mycobacterium 

avium strain 2151. Two different colony morphotypes, which show different patho-

genicity in mouse model, were chosen for comparison. Polysaccharides had to be 

isolated from a mixture of capsular material, subsequently purified, characterised and 

tested for biological activity. 

Out of the capsule of both investigated colony morphotypes an arabinomannan and a 

lipid-containing arabinomannan were isolated and the former further purified. For this 

purpose a partially established method was optimised. The neutral non-acylated 

arabinomannans were structurally characterised. Chemical analyses in combination with 

mass spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy were in accordance 

with the proposed structures. Clear differences were obvious. The polysaccharide from 

the virulente morphotype contained a bigger mannan and a truncated arabinan, while the 

arabinomannan from the non-virulent colony morphotype showed a bigger arabinan 

than mannan. 

Biological activity of the isolated polysaccharides was tested in vitro. After stimulation 

of both human and murine cells with these polysaccharides cytokine production 

concerning TNF-α, IL-10, IL-12 and INF-γ was measured. There were significant 

differences between acylated and non-acylated arabinomannans. Those containing lipid 

are potent inducers for cytokine production. Non-acylated arabinomannans induce only 

weakly cytokine response. 

In vitro immunmodulation was shown for all arabinomannans. Stimulation of human 

cells with these arabinomannans led to cytotoxicity against human tumor cells. No 

significant differences between lipid-containing and lipid-free arabinomannans were 

observed. However, morphotype specific differences were indicated. The arabino-

mannan from the virulent colony morphotype seemed to be more potent concerning 

immunmodulation. 
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