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Abstract

Chromatographically purified fractions of
aqueous-ethanolic extracts from Baptisia tinctoria roots
contained a strong lymphocyte DNA synthesis-stimulating
activity. Electrophoretic analysis of these fractions revealed
four distinct protein bands with molecular masses of P 1 =
58kD; P4 = 31kD; P 5 = 26kD; and P 6 = 14kD. They con-
tained carbohydrate as determined by periodic acid Schiff
staining. An estimation of the approximate amount of sugar
was done by using human transferrin as a reference, this
method revealed the following values: P 1 =27 %; P4 =12 %;
P 5 =14 %; and P 6 = 8 %. The mixture of proteins and every
single band were immunoreactive with a polyclonal an-
tiserum against Baptisia proteins determined in immune
and dot blots, respectively. Electrophoretically purified pro-
teins were characterized by tryptic cleavage and determina-
tion of their amino acid content. They contained several
common amino acids, predominantly aspartic acid,
glutamic acid, threonine, and alanine. The content of
glucosamine and/or galactosamine was less than 0.2 Mol-
per cent. The four proteins revealed pI values between 5.3
and 4.7. Protein P 4 was immunochemically related to
phytohemagglutinin but, in contrast to PHA-P, it exhibited
no hemagglutinating activity and no leucagglutinating activ-
ity like PHA-L.

Einleitung

In fritheren Arbeiten beschrieben wir den Ein-
fluB von Inhaltsstoffen aus Baptisia tinctoria auf die Immun-
antwort von Lymphozyten am Beispiel der Mitogenstimulation
und der Antikérperproduktion (1, 4). Diese beobachteten im-
munologischen Aktivitaten ordneten wir den in unseren Frak-
tionen enthaltenen Polysacchariden zu, da fiir Polysaccharid-
Fraktionen aus Baptisia tinctoria und aus einer Reihe anderer
héherer Pflanzen eine immunmodulierende Aktivitit beschrie-
ben worden war (2, 3). Eigene Analysen mittels *C-NMR bestii-
tigten die Existenz eines Arabinogalaktans als Bestandteil der
genannten Fraktionen (4).

Im Lymphozytentransformationstest war je-
doch bereits damals die Kinetik dieser Fraktionen auffillig,
weil sie durch ihren Verlauf die Vermutung aufkommen lie3,
daB eine in geringeren Mengen enthaltene Komponente fiir die
Aktivierung verantwortlich sein kénnte (1). Es wurden nun un-
ter den Inhaltsstoffen Proteine nachgewiesen, die Glykoprot-
ein-Charakter besitzen.

In der vorliegenden Arbeit werden diese Gly-
koproteine aus Baptisia tinctoria chemisch und biologisch
charakterisiert.

Material und Methoden
Extraktion der verwendeten Droge

Fiir die Anreicherungen wurde Handelsdroge von
Baptisiae tinctoriae radix aus einer Lieferung von 482 kg der Fa. Wor-
lee, Hamburg, eingesetzt. Ein Drogenmuster wurde zuriickgelegt. Die
Extrakte wurden entweder durch zehntigige Mazeration von jeweils
50 g Drogenmaterial mit 500 ml 30 Vol. % Ethanol erhalten (analytisch)
oder aus 20 kg Droge mit 2001 30 Vol. % Methanol (préparativ) gewon-
nen, eingeengt und lyophilisiert.

Gewinnung immunologisch aktiver
Substanzen

Die Voranreichung der Makromolekiile erfolgte
durch Ultrafiltrationen an Hollow-Fiber Patronen der Firma Amicon
{analytischer MaBstab) bzw. priparativ an einem Spiralmodul der
Firma Millipore gegen dest H,0 bei 4°C; die AusschluBgrenze lag je-
weils bei 10000 Dalton. Aus Lyophilisaten der 50 g Drogensitze lieSen
sich Ausbeuten von 130 bis 168 mg an Makromolekiilen erzielen; 500 g
Lyophilisat aus dem 20 kg-Ansatz von Baptisia lieferten 11.55 g an Ma-
kromolekiilen. Die Sdulenchromatographie dieser Substanzen an Se-
phadex G-50 medium (Pharmacia) als Trenngel wurde wie in einer frii-
heren Arbeit beschrieben durchgefiihrt (1). Simtliche Fraktionen wur-
den vor der weiteren Analyse lyophilisiert.

Mitogenstimulation

Die biologische Testung der verschiedenen Fraktio-
nen wurde ebenfalls bereits friither beschrieben (1).

Hdmolytischer Plaquetest

Die Bildung von 19 S Himolysinen (IgM) durch Anti-
gen-stimulierte Milzzellen der Maus wurde im hdmolytischen Plaque-
test nach Jerne (23) nachgewiesen.
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Elektrophorese

SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) er-
folgte nach der Vorschrift von Laemmli (6). Bei der 2 D-Gelektrophorese
wurde die Trennung in der ersten Dimension durch isoelektrische Fo-
kussierung und in der zweiten Dimension mittels SDS-PAGE durchge-
fiihrt. Es handelt sich um eine Modifikation der Methode von O’Farrell
(7). Zur Abschitzung der Molekulargewichte wurden Rainbow™ Prot-
ein Marker (Fa. Amersham) bzw. der Marker SDS-7 (Sigma) eingesetzt.
Der Glykoprotein-Nachweis in Polyacrylamidgelen wurde mit Schiffs
Reagenz nach den Methoden von Fairbanks bzw. Glossmann durchge-
fiihrt (14, 16). Die Bestimmung des Zuckergehaltes erfolgte nach der
Methode von Nowak, durch Vergleich mit humanem Transferrin, wel-
ches einen Zuckeranteil von 4 % (g/100 g) besitzt (17).

Aminosdureanalyse, tryptische Spaltung

Die Proben wurden in 6 M HC1 24 h bei 110 °C hydro-
lysiert. Die Analyse der Aminosiuregemische erfolgte mit einem LKB
Modell 4151 Alpha Plus Aminosdureanalysator. Zur tryptischen Spal-
tung wurde die Probe in 0.1 M NaHCO; gelost, mit Trypsin im Gewichts-
verhaltnis 1:100 versetzt und 15 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde
die Mischung lyophilisiert und die tryptischen Peptide durch HPLC an
reversed-phase C,s-Sdulen (Macherey & Nagel, 240 x 5 mm) getrennt.

Quantitative Bestimmung von Glykoproteinen

Die quantitative Bestimmung von Glykoproteinen
erfolgte mit Hilfe eines kompetitiven ELISA (8). Im ersten Schritt wur-
den Baptisia-Glykoproteine an den Boden der Mikrotiterplatten gebun-
den. Danach erfolgte eine Inkubation tiber 20h bei 4°C. Die Platten
wurden dann dreimal mit 0.05 % Tween-20 (w/v) in phosphatgepuffer-
ter Saline gewaschen und anschlieBend mit einer 4 % Rinderserumalb-
umin-Losung abgesattigt. Nach nochmaligem Waschen mit PBS-Tween
wurden je 50 ul einer Testsubstanz plus Antiserum pro Napf einpipet-
tiert. Danach erfolgte Inkubation liber Nacht bei Zimmertemperatur
und anschlieBend 3 x Waschen mit PBS-Tween. Anschliefend wurden
pro Napf 50 wl einer 1 : 1000-Verdiinnung des Peroxidase-konjugierten
anti-Kaninchen-Ig-Antikérpers hinzugegeben. Nach 2 Stunden Inkuba-
tion bei 37 °C wurden 200 ul ABTS-Ldsung (Amersham) pro Napf zuge-
geben und nach 15miniitiger Reaktion mit 0.5 M Citronensiure abge-
stoppt. Die optische Dichte wurde bei 405 nm mit einem EIA-Reader
(Bio-Rad) gemessen. Der Glykoproteingehalt der Testsubstanzen
wurde aus Kompetitionsansitzen mit einem hochgereinigten Eichstan-
dard mittels einer ELISA Data Analysis Software EIA 3.00/IBM/P be-
rechnet. Protein wurde nach der Methode von Lowry et al. bestimmt (9).

Dot-Blot

Der Dot-Blot wurde in einer Bio-Rad Dot-Blot-Kam-
mer auf Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schiill BA 85) nach der
Methode von Hawkes durchgefiihrt (5).

Immun Blot

Die Durchfiihrung von Immun Blots erfolgte nach ei-
ner modifizierten Vorschrift von Debus (12). Die Proteine wurden in ei-
ner Elektroblotkammer mit Graphit-Platten 2 Stunden bei 150 Volt auf
Immobilon Membranen (Millipore) geblottet. Die Membranen wurden
dann halbiert, die eine Hélfte mit Aurodye angeférbt und die andere 5 x
mit PBS gewaschen. AnschlieSend erfolgte eine einstiindige Inkubation
in 10% Pferdeserum (v/v) PBS. Nach 5 x Waschen erfolgte iiber 15
Stunden Inkubation mit dem Antiserum. Entwickelt wurden die Ban-
den durch Reaktion mit Peroxidase-anti-Kaninchen-IgG in Pferde-
serum/PBS 1:1000. Nach 5 x Waschen wurde fiir 15 Sekunden mit 3 ml
einer Losung aus 0.3 % 4-Chlor-1-naphtol in Methanol, 20 ul H,0, und
PBS ad 50 ml gefarbt.

HPLC

Es wurde eine LKB-Anlage mit Titandoppelkolben-
pumpe, Modell 2150, in Verbindung mit einem Modell 2151 Controller
verwendet. Die Trennung erfolgte an analytischen Cig-Sdulen (240 x
5mm) bei einem FluB von 1 ml/min. Als Losungsmittel A diente 0.1%
Trifluoressigsédure, als Losungsmittel B 60 % Acetonitril in 0.1 % Tri-
fluoressigsdure. Das Absorptionsprofil wurde bei 230 nm verfolgt.

Ergebnisse

Fiir den Nachweis von Proteinen in Extrakten
der verschiedensten Genese ist die SDS-Elektrophorese eine
geeignete Methode. Die aus den Wurzlen von Baptisia tinctoria
gewonnenen hochmolekularen Inhaltsstoffe wurden in der
SDS-Elektrophorese analysiert. Das Ergebnis ist auf der Bahn
5 der Abbildung 1 zu sehen. Es sind vier deutliche Proteinban-
den zu erkennen, die mit Hilfe der daneben getrennten Marker-
Proteine nach ihrem Molekulargewicht einzuordnen sind. Drei
Proteinbanden liegen im Bereich 32—25kD und eine weitere
bei 14kD. Mit der empfindlicheren Silberfairbung sind noch
wesentlich mehr Proteine nachweisbar, wie auf Bahn 2 der Ab-
bildung 5 zu erkennen ist.

Durch Chromatographie der vorangereicher-
ten Makromolekiile an Sephadex G-50 wurden diese Banden in
den entsprechenden Fraktionen 1 und 2 weiter angereichert.
Der Proteingehalt lag in diesen Fraktionen bei 200 bzw.
180 ug/mg Lyophilisat. In den iibrigen beiden Fraktionen fiel
der Proteingehalt (148 bzw. 116 ug/mg) weiter ab. Auf Bahn 4
ist bereits keine Proteinbande mehr mit Coomassie-Blue an-
farbbar.

Es war nun die Frage zu kliren, in welchen
Fraktionen die mitogenstimulierende Aktivitit zu finden sein
wiirde. Diese Frage konnte im Lymphozytentransformations-
test dahingehend beantwortet werden, daB nur in den Fraktio-
nen 1 und 2 signifikante Aktivitit vorhanden war. In Abbildung
2 ist zu sehen, daB bei 1000 bis 500 ug/ml fiir die Fraktion 1 ein
Maximum an Aktivitit vorliegt. Fiir die Fraktion 2 war die Sti-
mulationskinetik prinzipiell sehr &hnlich, wenn auch auf nied-
rigerem Niveau. Um dem Einwand zu begegnen, daf die beob-
achtete Stimulation auf eine eventuelle Kontamination der
Fraktionen mit bakteriellen Lipopolysacchariden zuriickzu-
fiihren sei, wurde die Testung an Milzzellen von C3H/HeJ-M&u-
sen wiederholt (Abb. 3A). Diese Zellen sind als LPS low-respon-
der bzw. als LPS-resistent beschrieben (21, 22). Die glykoprot-
einhaltige Fraktion ergab auch hier eine Stimulation mit dhnli-
cher Kinetik wie bei NMRI-Méausen, wihrend die LPS-Kontrolle
sich im Bereich der unbehandelten Kontrolle bewegte. Eine
Vorbehandlung der Glykoprotein-Fraktion mit einem Anti-
serum, wie es auch im ELISA eingesetzt wurde, flihrte zu einer
nahezu vollstindigen Beseitigung der biologischen Aktivitat
(Abb. 3B). Bei den Kombinationsansidtzen mit LPS beseitigte
das Antiserum nur die zusitzliche Glykoprotein-Aktivitat; die
LPS-Aktivitéit blieb gegeniiber dem Vergleichsansatz unverén-
dert.

Wie wir in weiteren Untersuchungen zeigen
konnten, ist diese gemessene Stimulation der DNS-Synthese
mit einer vermehrten Bildung von Antikérpern der IgM-Klasse
korreliert. Dieses Ergebnis lieferte der Jerne Plaque-Test ohne
Zusatz von Protein A (Abb. 4).
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Abb.1 SDS-Gelelektrophoretische Trennung von Proteinen aus Extrakten
von Baptisia tinctoria.

Auf den Bahnen 1-4 wurden die Fraktionen 1—4 einer Sephadex G-50
Chromatographie aufgetragen; auf Bahn 5 das durch Diafiltration
angereicherte Ausgangsmaterial von Baptisia tinctora; Auftragmenge jeweils
100 pg Lyophilisat. Mit M wurden die Molekulargewichtsmarkerproteine
bezeichnet, von diesem Gemisch wurden 5 pl aufgetragen. Es handelt sich um
Proteine mit dem Molekulargewicht 92.5 kD, 69 kD, 46 kD, 30 kD, 21.5 kD und
14.3kD.
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Abb.3Aund B Mitogene Stimulation von Milzlymphozyten aus
C3H/HeJ-Méausen.

6-[*H]-Thymidin-Einbaurate einer unbehandelten Kontrolle im Vergleich zu
Referenzmitogenen, Concanavalin A, Lipopolysaccharid, Phythamagglutinin,
und den angegebenen Mengen der Fraktion 1 {Code-Nr. K 55/87). Die
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Abb.2 Mitogene Stimulation von MilzZlymphozyten aus NMRI-Mé&usen.
6-[>H]-Thymidin-Einbaurate einer unbehandelten Kontralle im Vergleich zu
Referenzmitogenen, Concanavalin A, Lipopolysaccharid, Phytdmagglutinin,
und den angegebenen Mengen der Fraktion 1 (Code-Nr. K 55/87). Die
Kombinationsansétze von Referenzmitogenen und Prifsubstanz enthalten die
gleichen Mengen an Mitogenen sowie zusatzlich 1000 pg/ml der Fraktion 1.
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Kombinationsansatze von Referenzmitogenen und Priifsubstanz enthalten die
gleichen Mengen an Mitogen sowie zusatzlich 1000 pug/ml der Fraktion 1. In
Abb. 3B sind identische Experimente dargestellt, in denen lediglich eine
Vorinkubation mit Antiserum gegen Baptisia-Glykoproteine erfolgte.

Sephadex G-50 Trennung

Table 1 Bestimmung von Glykoproteinen im En-
zym-Immunoassay.

Baptisiat. Fr.l Fr.ll Fr.iil Fr.iv
| Retentat | | | |
Glykoprotein- | | ! !
gehalt 420+ 42 > 1000 449 + 79 202 +95 106 = 26
[ug/mg]

Die quantitative Bestimmung erfolgte gegen einen gereinigten Glykoprotein-Eichstandard aus Baptisia tinctoria.

Der Bereich der Eichkurve lag zwischen 1 und 1000 pg.
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Abb.4 Stimulation der Bildung hamolytischer AntikGrper gegen
Schaferythrozyten durch Baptisia Glykoproteine.

Neben einer Kontrolle, die nur mit Schaferythrozyten inkubiert wurde, sind die
Ergebnisse der positiven Referenz Lipopolysaccharid sowie der Baptisia
Fraktion 1 (K 55/87) dargestelt.

Table2 Aminosaure-Zusammensetzung von Baptisia tinctoria-Proteinen.

P1 P4 P5 P6

Aminosaure ‘ | | (Mol-%) |

Asp 1 156 | 19.2 ; 15 ‘ 12.1
Thr 10.1 94 6.3 6.9
Ser 8.7 11.2 83 52
Glu 9.5 10.9 10 138
Pro 6.14 43 6.9 5.2
Ala 9.5 9.1 113 11.03
Val 7 8 7.5 11.03
Met 0.84 0.4 — 17
lle 5.03 29 56 6.9
Leu 8.1 105 9.4 6.9
Tyr 45 29 3 52
Phe 6.14 43 6.3 34
His 1.7 11 13 1.7
Lys 4.2 4 4.4 86
Arg 3.1 1.8 25 1.7

Neben der Bestimmung der biologischen Akti-
vitiit dieser Fraktion interessierte ferner, ob auch ein immun-
chemischer Nachweis der Glykoproteine moglich sein wiirde.
Hierzu wurde ein polyvalentes Antiserum vom Kaninchen ge-
gen die hochgereinigte Wirkfraktion aus Baptisia tinctoria ein-
gesetzt. Dieses Antiserum wurde auch fiir die quantitative Be-
stimmung von Wirkstoffen im Enzym-Immunoassay verwen-
det (Tab. 1). Dieser Test bestitigte mit den erhaltenen Werten
die Ergebnisse der biologischen Tests, d.h. quantitative Be-
stimmung und Aktivitdt korrelierten.

I
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)
'
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Abb.5 SDS-PAGE von Baptisia tinctoria Gesamtprotein und Einzelfraktionen.
Auftrennung in einem 12.5 % SDS-Gel, Anfarbung mit Coomassie-Blue und
Silber. Bahn 1: Markerproteine mit den Molekulargewichten 66 kD; 45 kD;
35kD; 29 kD; 24 kD; 18.5 kD; 14.3 kD {von oben nach unten). Bahn 2: Baptisia
Gesamtproteine. Bahn 3: Fraktion P 1. Bahn 4: Fraktion P 4. Bahn 5: Fraktion
P 5. Bahn 6: Fraktion P 6.

Im Immun Blot ergab sich eine deutliche Reak-
tion mit dem Antiserum bis zu einer Konzentration von 0.31 pg
Lyophilisat. Damit war klar, daB es sich bei den aktiven Kom-
ponenten um Proteine handeln muBte.

Fiir die weitere Aufarbeitung wurden die bei-
den Fraktionen mit biologischer Aktivitdt (1 und 2) vereinigt
und durch praparative SDS-PAGE in 6 Proteinbanden aufge-
trennt. Fiir die weitere Aufarbeitung reichten die Proteinban-
den 2 und 3 mengenméBig nicht aus und konnten daher nicht
berticksichtigt werden.

Die préparativ-elektrophoretisch gewonne-
nen Proteine wurden in der analytischen SDS-PAGE auf ihre
Reinheit Giberpriift (Abb. 5). Das Ergebnis fiir die vier Haupt-
proteine (P 1, P 4, P 5 und P 6) ist in den Bahnen 3—6 zu erken-
nen. Protein P 1 ist auf dieser Abbildung nur schwach zu erken-
nen, da die Fraktion nur geringe Mengen davon enthielt.

Protein P 4 enthielt zwei eng beieinander lie-
gende Proteine, die nicht zu trennen waren. Die Proteine P 5
und P 6 waren dagegen sehr homogen. Die nur durch die Sil-
berfiarbung sichtbar gewordenen Verunreinigungen der Prot-
eine P 4 und P 5 machen sicher weniger als 5 % aus.

Mit Hilfe der in Bahn 1 aufgetrennten Marker-
proteine lieBen sich fiir die gereinigten Proteine folgende Mole-
kulargewichte abschitzen: P 1 =58kD; P4 = 31 + 29kD; P 5 =
26kD und P 6 = 14kD. Diese Werte stimmen recht genau mit
den in Abbildung 1 genannten Molekulargewichten {iiberein.
Eine Inkubation der Gele mit Periodat Schiffs Reagenz ergab
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eine Anfirbung aller Proteinbanden, die damit als Glykoprote-
ine zu bezeichnen waren. Die Abschidtzung des Zuckergehaltes
erfolgte durch Vergleich mit humanem Transferrin, das einen
bekannten Zuckeranteil von 4 % (g/100 g) besitzt. Dabei wur-
denfirP1=27%;P4=12%;P5=14%und flir P 6 =8 % er-
mittelt.

Als ein weiterer Schritt zur Charakterisierung
der Proteinfraktionen wurde die Aminosiureanalyse unter-
nommen (Tab. 2). Bei der Aminosdureanalyse wurden Cystein
und Tryptophan nicht bestimmt. Aus dem Verhéltnis Asp/Glu
geht eindeutig die Verschiedenheit der Proteine P 1, P 4 und P
6 voneinander hervor. Den Unterschied zu Protein P 5 weist da-
gegen schon die Abwesenheit von Methionin aus.

Die Aminozucker Galaktosamin und Glucos-
amin lieBen sich im Hydrolysat sauber von allen anderen Ami-
nosiduren abtrennen und dadurch mit der gleichen Empfind-
lichkeit wie Aminosduren nachweisen. Die Nachweisgrenze
fiir die Aminosédure Methionin lag bei < 0.2 Mol-%, die Nach-
weisgrenze fiir die Aminozucker war entsprechend.

Aufgrund der Aminosdure-Aminozuckerana-
lyse konnte nachgewiesen werden, daf der Anteil an Glucosa-
min und/oder Galaktosamin in den untersuchten Proteinfrak-
tionen < 0.2 Mol-% betragen muB.

Das Gemisch der Baptisia-Proteine wurde fer-
ner durch 2 D-Gelektrophorese nach Ladung und Molekularge-
wicht getrennt. Zum Vergleich wurde PHA ebenfalls eingesetzt.
Dieses Verfahren ermdglichte auch die Bestimmung der pl-
Werte der Baptisia-Proteine. Die Baptisia-Proteine wiesen pl-
Werte im Bereich von 5.3—4.7 auf, stellten also durchweg
saure Proteine dar. In diesem Experiment zeigte PHA zwei Un-
tereinheiten mit pI-Werten von 5.3 und 4.7. Auch die Mischung
der Baptisia-Proteine zeigte zwel Spezies mit pI-Werten von
5.3 und 4.7 (Ergebnisse hier nicht gezeigt).

Weiterhin wurde das Gemisch der Baptisia-
Proteine sowie die isolierte Fraktion P 4 immunologisch cha-
rakterisiert. Zu diesem Zweck wurden die Protein zunichst
durch SDS-PAGE getrennt und danach die getrennten Protein-
banden auf Nitrozellulosemembran geblottet.

Ein auBlerdem durchgefiihrter Dot-Blot mit
Baptisia-Proteinen, ConA und PHA, zeigte, da8 eine immuno-
logische Verwandtschaft zwischen PHA und P 4, nicht aber
zwischen P 4 und ConA bestand.

Diskussion

Die von uns bereits friither beschriebene poly-
clonale B-Zellaktivierung der Maus durch Inhaltsstoffe der
Heilpflanze Baptisia tinctoria konnte bestétigt und mit einer
Gruppe von vier dominierenden Glykoproteinen in Verbindung
gebracht werden. Der Zuckergehalt dieser einzelnen Glyko-
proteine lag zwischen 8 und 27 % und bewegte sich damit in-
nerhalb des fiir pflanzliche Glykoproteine bekannten Rah-
mens. Eine Reihe von pflanzlichen Lektinen besitzt dagegen
keinen kovalent gebundenen Zucker (z. B. ConA) und sind so-
mit keine Glykoproteine. Das Fehlen des Zuckeranteils spielt
jedoch keine Rolle in bezug auf ihre biologische Aktivitét (15).

Der Nachweis von Glykoproteinen wurde mit-
tels SDS-PAGE, 2 D-Elektrophorese, Western Blot und Immun
Blot gefiihrt. Durch Entwicklung von Antiseren gegen hochge-
reinigte Glykoprotein-Fraktionen von Baptisia tinctoriaim Ka-
ninchen war es moglich, diese Substanzen auch quantitativ zu
bestimmen.

Extrakte wie auch hochgereinigte Fraktionen
wurden im Enzym-Immunoassay vermessen und ihr Gehalt an
Glykoproteinen anhand eines hochgereinigten Eichstandards
ermittelt. Das gleiche Antiserum war ebenfalls in der Lage, die
biologische Aktivitit in der Mitogenstimulation aufzuheben.

Bei unseren Lymphozyten-Transformations-
experimenten fiel auf, daB sowohl PHA-P als auch PHA-S bei
den verwendeten Milzzellen von NMRI-Mausen im Unterschied
zu den Glykoproteinen aus Baptisis tinctoria, nur eine geringe
Stimulation bewirkten. Dieses Phinomen ist offensichtlich
stammesspezifisch, da bei Milzzellen von C3H-HeJ-, CBA/J-
und Balb/c-Méusen fiir beide Substanzen gute Stimulationser-
gebnisse beobachtet wurden. Wie in einer fritheren Arbeit
wurde auch hier der Nachweis gefiihrt, daB es sich nicht um ei-
nen LPS-Effekt handelt (1).

Wir konnten dariiber hinaus zeigen, daf} die
Lymphozyten-Aktivierung nicht nur mit vermehrter DNS-Syn-
these, sondern auch mit gesteigerter Immunglobulinsynthese
(IgM) verbunden ist.

Dieser Befund ist insofern von Wichtigkeit,
weil das einzige Unterscheidungsmerkmal zwischen einer ru-
henden und einer aktivierten B-Zelle das Maf der Antikérper-
produktion ist. Alle polyclonal stimulierbaren B-Zellen sind
kleine Lymphozyten und sezernieren mit niedriger Rate 19 S
IgM-Molekiile (10). Es ist ferner bekannt, da eine polyclonale
B-Zellaktivierung unspezifisch und direkt erfolgt, ohne die Mit-
wirkung von Helferzellen. Es werden aber nicht alle B-Zellen
stimuliert, wie das Beispiel des LPS zeigt, sondern nur be-
stimmte T-Zell-unabhéngige B-Zellklone (13).

Die Interaktion erfolgt an definierten Positio-
nen der B-Zell-Oberfliche, und zwar nicht an den Immunglo-
bulin-Rezeptoren (11). Unsere Ergebnisse zeigen, daB Glyko-
proteine aus Baptisia tinctoria eine Aktivierung in der zuvor
beschriebenen Weise bewirken. Ein Zusatz von Baptisia-Gly-
koproteinen zum ConA-Ansatz bewirkt eine Hemmung der
Mitogenstimulation durch dieses Lektin. Dies zeigt, daB3 beide
Substanzen an gleichen Strukturen der Lymphozytenoberfld-
che binden. Diese Bindung ist Voraussetzung fiir die mitogene
Wirkung. Wenn dagegen Baptisia-Glykoproteine zum LPS-An-
satz gegeben werden, erfolgt keine Hemmung, sondern eine
Steigerung der Lymphozytenaktivitit. Daraus ist zu schlieBen,
daB hier eine solche dhnliche Zuckerbindungsspezifitit nicht
vorliegt.

Trotz der beobachteten immunchemischen
Ahnlichkeit zwischen PHA-S und Baptisia-Glykoprotein P 4 lie-
gen Unterschiede in der biologischen Wirkung vor. AuBerdem
ist zu erwahnen, daB die Baptisia-Proteine B-Zellen aktivieren,
wihrend PHA wie ConA als T-Zell-Mitogen gilt.
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Die von uns untersuchten Glykoproteine besit-
zen im Gegensatz zum PHA keine leuko- und hiémagglutinie-
renden Eigenschaften fiir Kaninchen-, Schaf- und humane Ery-
throzyten. Dies wurde fiir einen Konzentrationsbereich von 1—
1000 pg/ml ausgetestet, wobei durch Zusatz von Rinderserum-
albumin bzw. Human-Plasma eventuelle inkomplette aggluti-
nierende Eigenschaften des Proteins kompensiert wurden.

Die fiir die immunologischen Untersuchungen
eingesetzten Antiseren erkennen alle Glykoproteine des Ge-
mischs sowohl in angereicherten als auch in hochgereinigten
Fraktionen.

Die Féhigkeit zur Lymphozytenstimulation
war auf solche Fraktionen beschrinkt, die sowohl im Enzym-
Immunoassay, in der Elektrophorese und in der Proteinbe-
stimmung Wirksubstanzen anzeigten. Dieses Ergebnis unter-
streicht die Bedeutung der Glykoproteine. Fraktionen ohne
elektrophoretisch nachweisbares Protein waren nicht aktiv.
Dieses Ergebnis dhnelt den von Shida, Yagi und Suzuki berich-
teten Verhéltnissen bei Aloe arborescens (18, 19, 20). Von die-
sen Autoren wurden in biologisch aktiven Fraktionen neben
drei Polysacchariden auch mehrere Glykoproteine nachgewie-
sen. Von diesen hatte das Glykoprotein A im Vergleich zu den
Polysacchariden eine signifikant hhere phygozytosestimulie-
rende Aktivitdt. Wie bei Aloe, so ist auch bei Baptisia davon
auszugehen, daB neben den frither beschriebenen Polysaccha-
riden auch Glykoproteine an der immunmodulierenden Aktivi-
tit beteiligt sind.

Die weiteren Arbeiten werden darauf ausge-
richtet sein, Antiseren zu entwickeln, die getrennte Erfassung
von Glykoproteinen bzw. Polysacchariden ermdéglichen. Au-
Berdem ist zum weiteren Nachweis des Glykoproteincharak-
ters eine Isolierung von Glykopeptiden aus den entsprechen-
den Spaltprodukten der beschriebenen Proteine geplant sowie
eine exakte Zuckerbestimmung.
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