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Beschreibung
FACHGEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft ein chemisch-enzymatisches Verfahren zur Modifizierung von polymeren Kohlen-
hydratmaterialien, insbesondere zur Verwendung einer aktivierten Polymergrenzflache, um spezifische chemi-
sche Gruppen auf die Oberflache eines polymeren Kohlenhydratmaterials anzuhangen, um die physika-
lisch-chemischen Eigenschaften des Materials zu verandern, sowie Materialien, die durch dieses Verfahren
hergestellt werden, und Produkte, die diese Materialien umfassen.

TECHNISCHER HINTERGRUND UND STAND DER TECHNIK

[0002] Fast alle Zellulosematerialien, die in den Papier-, Karton- und Textilindustrien verwendet werden, wer-
den entweder vor (z.B. Holzstoff, Baumwollfasern, etc.) oder nach der Erzeugung des Produkts in seiner end-
glltigen dreidimensionalen Form (z.B. Papierblatter, gewdlbter Karton, Gewebe, etc.) chemisch behandelt, um
die Oberflacheneigenschaften dieser Materialien zu verandern. Die Behandlung der Zellulosematerialien mit
chemischen Zusatzstoffen an verschiedenen Zeitpunkten des Herstellungsprozesses fuhrt zu dramatischen
Veranderungen in den Eigenschaften der Faseroberflache. Zum Beispiel wird Carboxymethylzellulose, ein an-
ionisches Zellulosederivat, zu Holzstoff zugegeben, um die Retention von allgemein verwendeten kationischen
Fillstoffen und Leimungsmitteln zu erhdéhen.

[0003] Aufdie gleiche Weise werden organische Leimungsmittel wie z.B. Alkylketendimer und Alkylbernstein-
saureanhydrid wahrend der Erzeugung von Papierblattern zugegeben, um die Hydrophobizitat und die Wir-
kung der Blattbedruckbarkeit zu erhdhen. Bei der Verwendung von Zellulosematerialien als Verpackungsmittel
fur Flussigkeiten und Lebensmittel werden Papier und Karton haufig mit einem Thermoplastik wie z.B. Polye-
thylen laminiert, um eine undurchdringbare Grenzschicht fiir die wassrigen Lésungen zur Verfliigung zu stellen.
Sowohl Textilwaren als auch Papierblatter werden routinemaRlig gefarbt oder bedruckt, was ein weiteres Bei-
spiel einer Modifikation der Oberflache ist. Viele der derzeitigen Technologien bei Wertpapieren und Verpa-
ckungen (Banknoten, verfolgbare Dokumente und Verpackungen) sind auf die Oberflachenbehandlungen mit
spezifischen Chemikalien angewiesen, die spater analysiert werden kénnen, um die Authentizitat zu bestim-
men. Des weiteren besitzen zellulosehaltige Materialien ein grof3es Potential in der Polymerindustrie flir einen
weiten Anwendungsbereich wie z.B. als Flillstoffe, Laminate und Panelprodukte, holzpolymere Verbundstoffe,
polymere Verbundstoffe, Legierungen und Mischungen und Zellulosederivate (zellulosehaltige Stoffe).

[0004] Aufgrund einiger Engpasse bei ihrer, Herstellung oder Leistung ist die Verwendung von solchen Ver-
bundstoffen jedoch immer noch begrenzt. In den vergangenen Jahren stieg der Bedarf fiir oberflachenmodifi-
zierte Fullstoffe, welche die Eigenschaften des urspriinglichen Polymers verbessern und die Kosten oder das
Gewicht des fertigen Produkts vermindern. Die Optimierung der Bindung zwischen den beiden Flachen der Fa-
ser und der Polymergrundsubstanz ist ein wichtiger Aspekt in Bezug auf die optimale mechanische Leistung
und Bestandigkeit der faserverstarkten Verbundstoffe. Die Qualitat der Faser-Grundsubstanz-Grenzflache ist
fur die Anwendbarkeit von natlirlichen Fasern als Verstarkung fir Kunststoffe von Bedeutung. Weil die Fasern
und die Grundsubstanzen chemisch unterschiedlich sind, wird eine starke Haftung an ihren Grenzflachen fur
einen wirksamen Transfer von Belastungs- und Bindungsverteilung Uberall an der Grenzflache bendtigt. Neue
Verfahren zur Derivatisierung von Zellulose werden daher benétigt, um die Adhasion der Faser-Grundsubstanz
fur die Polymerverarbeitung, fur Klebestoffe und fiir neue Verbundmaterialien zu verbessern.

[0005] Der derzeitig erhaltlichen Technologie zur Modifikation der Oberflache einer Zellulosefaser durch phy-
sikalische oder chemische Behandlungen fehlt ein hohes Mal an Kontrolle in der Art, durch welche die Wirk-
stoffe auf die Faseroberflache eingearbeitet werden. Eine besonders ernste Schwache der direkten chemi-
schen Modifizierung von Zellulose ist, dass die meisten chemischen Substanzen in die Faserstruktur eindrin-
gen und dass die chemischen Modifizierungen innerhalb der Faser stattfinden, was zu dem Verlust der Struktur
und der Eigenschaften der Faser fuhrt. Als Katalysatoren sind Enzyme hochspezifisch in ihrer Wirkungsweise
und bieten daher eine attraktive Alternative zu den herkdmmlichen Verfahren. Zuséatzlich bedeutet die protei-
ndse Natur dieser Katalysatoren, dass sie leicht biologisch abbaubar und umweltfreundlich sind. Des weiteren
sind Enzyme naturgemal oberflachenaktiv und Uberwinden daher das Problem des Eindringens in die Faser-
struktur.

[0006] Abbauenden Enzymen, die den Zusammenbruch ihrer Substrate durch die Spaltung von chemischen

Bindungen katalysieren, wurde tber die letzten 15 Jahre fir die Behandlung von Zellulosematerialien eine er-
héhte Aufmerksamkeit geschenkt, insbesondere in der Faserstoff- und Papierindustrie. Ligninasen werden
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zum Beispiel verwendet, um die Bleichfahigkeit und den Weillgehalt von Faserstoffen durch das Entfernen von
Lignin zu verbessern, wahrend eine Behandlung mit Xylanase das Entfernen von erneut gefalltem Lignin wah-
rend des Siedeverfahrens erleichtert. Gleichermalen werden Cellulasen in der Textilindustrie im grof3en Malle
verwendet, um die Fertigstellung von Bekleidung zu bewirken. Die Behandlung von Jeansstoff mit Cellulose
ersetzte zum Beispiel weitgehend das mechanische Rotieren mit Bimssteinen, um so genannte
~Stone-washed"-Effekte zu verursachen. Cellulasen sind ebenfalls ein wichtiger Bestandteil bei einer Anzahl
von Waschdetergenzien, in denen sie als Mittel zur Verhinderung der Fusselbildung durch das enzymatische
Abschneiden von ausgefransten Baumwollfasern wirken.

[0007] Trotz der weltverbreiteten Verwendung von abbauenden Enzymen bei der Modifikation von Zellulose-
fasern, ist die Verwendung von Enzymen, die in die entgegengesetzte Richtung wirken, das heif3t in Richtung
der Synthese, wenig entwickelt. Dies liegt hauptsachlich daran, dass nur wenig Uber die Enzyme bekannt ist,
die fUr die Synthese von Polysacchariden wie z.B. Zellulose und Hemizellulose verantwortlich sind. Die Mehr-
zahl dieser Enzyme, die als Nucleotid-Zucker-abhangige Transferasen bekannt sind, sind zellmembrangebun-
den, wodurch ihre Isolation und Charakterisierung schwierig ist. Des weiteren ist die Herstellung der aktivierten
Zuckermolekdle teuer. Die Verwendung von Nucleotid-Zucker-abhangigen Transferasen bei der Modifikation
von Zellulosefasern ist des weiteren durch die Tatsachen begrenzt, dass die chemische Modifikation des Zu-
ckerrings der natirlichen Substrate, die letztendlich in die wachsende Polysaccharidkette eingebaut werden,
nicht toleriert wird. Neben Transferasen kdnnen Glycosylhydrolasen wie z.B. bestimmte 3-Glycosidasen oder
Cellulasen ebenfalls zur Synthese von Kohlenhydrat verwendet werden, wobei ein beibehaltender Reaktions-
mechanismus verwendet wird, wenn Wasser von dem Reaktionsgemisch ausgeschlossen wird. Wenn die Re-
aktion in organischen Lésungsmitteln durchgefiihrt wird, katalysieren diese Enzyme Transglycosylierungsre-
aktionen, die zu einer Erzeugung anstelle eines Abbaus von glykosidischen Bindungen flhrt.

[0008] Die Notwendigkeit, organische Lésungsmittel zu verwenden, ist jedoch ein deutlicher Nachteil dieses
Verfahrens. Des weiteren kdnnen beibehaltende Glycosydasen gentechnisch hergestellt werden, um ihre ka-
talytischen Nucleophile zu entfernen. Ein solches Enzym kann kein kovalentes Enzym-Substrat-Zwischenpro-
dukt erzeugen, das fiir die Hydrolyse benétigt wird, aber es kann stattdessen die Kondensierung von geeigne-
ten Empfanger- und Spenderzuckern katalysieren, wenn der Spenderzucker fluoriert ist, um den Ubergangs-
status der Reaktion nachzuahmen. Wie mit den Nucleotid abhangigen Glycosyltransferasen ist der Nachteil
die Notwendigkeit von aktivierten Substraten, welche die Verwendung dieser Technologie in Anwendungen mit
einem groRen Mal¥stab begrenzen.

[0009] Daher besteht ein Bedarf, Verfahren fiir das Einbringen einer grolRen Auswahl von chemischen Grup-
pen mit verschiedenen Funktionalitaten auf polymere Kohlenhydratmaterialen zu entwickeln und insbesondere
auf Zellulosefasern, ohne die Unversehrtheit der Faserstruktur zu gefahrden. Idealerweise sollte das Verfahren
ein oder mehrere Enzyme umfassen, die ohne eine hydrolytische oder eine andere abbauende Aktivitat sind,
da diese gegen die Versuche wirken wiirde, chemische Gruppen auf den Fasern anzuhangen.

[0010] EP 562 832 offenbart ein Gen, das eine Endoxyloglucan-Transferase codiert, und schlagt dieses Gen
fur die Verwendung bei der Regulierung der Morphologie einer Pflanze vor. Die Offenbarung erwahnt ebenfalls
ein Verfahren zum Umlagern von Xyloglucan-Molekilen, das die Spaltung einer D-Glycosylbindung in einem
Xyloglucan-Molekdl durch die Verwendung einer Endoglucan-Transferase und die Bindung des so erhaltenen
reduzierenden Endes des Xyloglucan-Molekul-Segments an die D-Glucose des nicht reduzierenden Endes ei-
nes anderen Xyloglucan-Molekils umfasst. Durch die mehrfache Wiederholung kénnen Xyloglucan-Molekile
mit einer willkirlichen Struktur aufgebaut werden, von denen behauptet wird, dass sie fiir die Synthese von
chimaren Polysacchariden anwendbar sind.

[0011] U.S. 5,968,813 (eine WeiterfiUhrung von PCT/DK96/00538, verdffentlicht als WO 97/23683) offenbart
ein Verfahren zur Verbesserung der Starkeeigenschaften von Zellulosematerialien, gemaf der ein Zellulose-
material mit einer Xyloglucan-Endotransglycosylase (XET) in einem wassrigen Medium in Kontakt gebracht
wird. Die Behandlung mit XET soll die Vernetzung zwischen den Zellulosefasern erhdhen, wodurch die Starke
und/oder Beibehaltung der Form des Zellulosematerials verbessert wird.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG
[0012] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Modifizierung eines polymeren Kohlenhydratmate-
rials (PCM), wobei das Verfahren einen Bindungsschritt umfasst, in dem eine chemische Gruppe mit einer ge-

wlnschten Funktionalitat an das Kohlenhydratmaterial mit Hilfe eines Kohlenhydrat-Bindemolekiils gebunden
wird, welches die chemische Gruppe tragt und ein I6sliches Kohlenhydratpolymer (SCP) umfasst, das eine He-
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mizellulose umfasst, wobei das Bindemoleklil an das PCM binden kann.

[0013] In einer Ausfihrungsform umfasst das Verfahren die Schritte, ein Kohlenhydratpolymerfragment (CPF)
zur Verfligung zu stellen, das eine chemische Gruppe mit einer gewiinschten Funktionalitat umfasst, die typi-
scherweise hydrophob, geladen, reaktiv sein kann. Das CPF wird mit einem |6slichen Kohlenhydratpolymer
(SCP) unter Bedingungen in Kontakt gebracht, die zu der Erzeugung eines Komplexes zwischen dem CPF und
mindestens einem Teil des SCP fiihrt. Das PCM wird schlief3lich modifiziert, indem man das SCP an das PCM
binden Iasst.

[0014] Die vorliegende Erfindung betrifft des weiteren Materialien und Zusammensetzungen, die durch das
Verfahren hergestellt werden, und Materialien und Zusammensetzungen, die den Komplex aus dem PCM und
einem SCP umfassen, das eine chemische Gruppe mit einer gewtinschten Funktionalitat umfasst.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Modifizierung eines polymeren Kohlenhydratmate-
rials (PCM), wobei das Verfahren einen Bindungsschritt umfasst, in dem eine chemische Gruppe mit einer ge-
wiinschten Funktionalitat an das Kohlenhydratmaterial mit Hilfe eines Kohlenhydrat-Bindemolekiils gebunden
wird, welches die chemische Gruppe tragt und ein I6sliches Kohlenhydratpolymer (SCP) umfasst, das eine He-
mizellulose umfasst, wobei das Kohlenhydrat-Bindemolekiil an das PCM binden kann.

[0016] Eine Ausfihrungsform dieses Verfahrens wird in Fig. 1 dargestellt, wobei das nicht modifizierte PCM
(1) und das Kohlenhydrat-Bindemolekul (CLM) (2) gezeigt werden, wobei das CLM (2) mindestens einen Teil
eines SCP (3) und eine chemische Gruppe (5) umfasst und gegebenenfalls mit einem Kohlenhydratpolymer-
fragment (CPF) (4), das die chemische Gruppe umfasst, als Komplex vorliegt. Weil das Kohlenhydrat-Binde-
molekil an das PCM binden kann, wird die Bindung stattfinden, wenn es mit dem PCM in Kontakt gebracht
wird.

[0017] In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst das Verfahren die Schritte:
(i) Bereitstellen eines Kohlenhydratpolymerfragments (CPF), das eine chemische Gruppe mit einer ge-
wunschten Funktionalitadt umfasst,
(ii) Inkontaktbringen des CPF, das die chemische Gruppe umfasst, mit einem Iéslichen polymeren Kohlen-
hydrat (SCP) unter Bedingungen, die zu der Erzeugung eines Komplexes flhren, der aus dem CPF, das
die chemische Gruppe umfasst, und dem SCP besteht, wobei CPF und SCP zusammen das Kohlenhyd-
rat-Bindemolekul (CLM) erzeugen, und
(iii) Inkontaktbringen des CLM mit dem PCM, um unter Bedingungen modifiziert zu werden, in denen das
CLM an das PCM bindet, um das modifizierte polymere Kohlenhydratmaterial zu erhalten.

[0018] Der Ausdruck "polymere Kohlenhydratmaterialien", der mit "PCM" abgekirzt wird, betrifft ein Material,
das ein wasserunlésliches, polymeres Kohlenhydratmaterial und/oder ein wasserldsliches polymeres Kohlen-
hydratmaterial umfasst. Das PCM kann jedes Material sein, das vollstandig oder teilweise aus sich wiederho-
lenden Einheiten von einem oder von mehreren Monosacchariden aufgebaut ist. Solche PCMs sind haufig Ver-
bundstoffe mit zwei oder mit mehreren unterschiedlichen Arten von polymeren Kohlenhydraten oder ein Koh-
lenhydratpolymer und ein anderes Polymer wie z.B. ein Protein. Das PCM kann ein Chitin umfassen, das ein
Polymer von N-Acetylglycosamin ist, welches haufig Komplexe mit Proteinen oder anderen Polysacchariden
wie z.B. Mannan erzeugt.

[0019] Das PCM kann ebenfalls Zellulose umfassen. Zellulose kann ein Homopolymer aus (3-1,4-gebundenen
Glucoseeinheiten sein. Die langen Homopolymere der Glucose (z.B. 8-15000 Glucoseeinheiten) sind aufein-
ander durch Wasserstoffbindungen aufgestapelt, wodurch sie ein unldsliches Material bilden. Solche Zellulo-
sematerialien kénnen vollstandig kristallin sein oder sie kénnen in einer ungeordneten, amorphen Form vorlie-
gen oder sie kdnnen ein Gemisch aus den beiden Formen sein. Sie kdnnen ebenfalls durch ein erstes Loslich-
machen des unldslichen Zellulosematerials und der anschlieRenden Regeneration hergestellt werden, um ein
unldsliches Zellulosematerial mit einer unterschiedlichen Kettenorganisation (Zellulose Il) zu erzeugen.

[0020] In den Zellwanden von Pflanzen erzeugt die Zellulose Komplexe mit anderen I6slichen Polysacchari-
den der Zellwand wie z.B. mit der Hemizellulose und dem Pektin. Beispiele von PCMs, die Zellulose- und/oder
Zellulose/Hemizellulose-Verbundstoffe umfassen, sind Zellulosefasern, Zellulosemikrofibrillen (Pflanzenhaa-
re), Papier- und Zellstoffprodukte und zellulosehaltige Textilwaren.

4/42



DE 602 17 536 T2 2007.10.25

[0021] Wie aus der Beschreibung und den Beispielen ersichtlich sein wird, betrifft der Ausdruck PCM alle
Strukturen in kleinen Polymeren (z.B. in Dimensionen, die kleiner als ein nm sind), grof3en Polymeren (z.B. in
Dimensionen von 0,1-1000 nm), Aggregaten von Polymeren (z.B. in Dimensionen von 1-10.000 nm), Fasern
(z.B. in Dimensionen von 0,1-100.000 ym), Aggregaten von Fasern (z.B. in Dimensionen von 0,00001-1000
m).

[0022] Der Ausdruck "Zellulosefaser" betrifft eine Pflanzenzelle, die aus einer au3eren primaren Zellwand be-
steht, die in einer dickeren und komplexeren sekundaren Zellwand eingekapselt ist. Die wesentliche Faser-
komponente ist Zellulose, welche die tragende Komponente der Zellwande der Pflanze ist. In Abhangigkeit von
verschiedenen Aufschlusssequenzen kénnen die Zellstofffasern das Material der primaren Zellwand enthalten
oder nicht. Der Ausdruck "Zellulosemikrofibrillen" betrifft die elementaren Einheiten des Zellulosekristalls, die
durch Pflanzen oder durch andere Organismen hergestellt werden. Zellulosemikrofibrillen kbnnen aus zellulo-
sehaltigen Pflanzenfasern hergestellt werden oder einfacher aus Kulturen von Bakterien, die Zellulose synthe-
tisieren, wie. z.B. Acetobacter xylinum spp.

[0023] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung kénnen die Zellulosefasern aus einer einjahrigen
Pflanze wie zum Beispiel Flachs, Hanf oder Getreide oder aus einer mehrjahrigen Pflanze wie z.B. Baumwolle,
Pappel, Birke, Weide, Eukalyptus, Larche, Kiefer oder Fichte extrahiert werden. Zellulosemikrofibrillen kbnnen
von Bakterienkulturen wie z.B. Acetobacter xylinum spp. erhalten werden. Ein Papier- oder Zellstoffprodukt
kann aus jedem zellulosehaltigen Material, das auf dem Fachgebiet bekannt ist, bestehen. Dieses schlie3t Ma-
terialien wie z.B. Holz- oder Faserstofffasern, verschiedene chemische Faserstoffe, mechanische oder thermo-
mechanische Faserstoffe, Flusenfaserstoffe, Filterpapiere, Feinpapiere, Zeitungspapier, regenerierte Zellulo-
sematerialien, Deckenkartons, Taschentlicher und andere Hygieneprodukte, Sack- und Packpapiere, andere
Verpackungsmaterialien, Presspan und Hartpappe sowie die Oberflachen von festen Holzprodukten oder
Holz- und Faserverbundstoffe ein, ist aber nicht darauf beschrankt.

[0024] Weitere Beispiele von PCM umfassen polymere Kohlenhydratmaterialien, die in medizinischen An-
wendungen verwendet werden, wie z.B. als Membrane, Gele, Kligelchen, die in der Diagnostik oder in der Se-
parationstechnologie verwendet werden, und Membrane, die in elektronischen Anwendungen verwendet wer-
den. Das Faserprodukt kann im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch eine neue Art von Ver-
bundstoff mit anderen natirlichen oder synthetischen Polymeren oder Materialien sowie elektronischen Ver-
bindungen sein.

[0025] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist ein Zellulosestoff jeder zellulosehaltige Stoff,
der auf dem Fachgebiet bekannt ist, wie z.B. Baumwolle, Viskose, Kupfer-, Acetat- und Triacetatfasern, Modal,
Kunstseide, Leinen, Tencel®, etc., oder Gemische davon oder Gemische von jedem dieser Fasern oder Gemi-
sche von jedem dieser Fasern zusammen mit synthetischen Fasern oder Wolle wie z.B. als Gemische von
Baumwolle und Elasthan (Strechtjeansstoff), Tencel® und Wolle, Viskose und Polyester, Baumwolle und Poly-
ester und Baumwolle und Wolle.

[0026] Der Ausdruck "lésliche Kohlenhydratpolymere", der mit (SCP) abgekuirzt wird, betrifft Polymere, die ein
oder mehrere verschiedene Monosaccharide oder deren Derivate betreffen, die in wassrigen oder organischen
Lésungsmittel geldst werden kénnen. Beispiele schlieRen Polysaccharide ein, die als Hemizellulose klassifi-
ziert werden (solche Kohlenhydratpolymere, die nicht nur aus p(1-4)-gebundenen Glucoseeinheiten zusam-
mengesetzt sind, das heildt Zellulose), Pektine (Polyuronsauren und -ester) und Starken (a(1-4)-gebundene
Polyglucose mit oder ohne a(1-6)-Seitenkettenverzweigung). Xyloglucan, das ein Polysaccharid ist, das aus
einem B(1-4)-gebundenen Polyglucose-Grundgerist zusammengesetzt ist, das mit a(1-6)-Xyloseresten deko-
riert ist, die selber weiter mit anderen Sacchariden wie z.B. Fucose und Arabinose substituiert sein kdnnen, ist
ein Beispiel fur ein solches SCP, insbesondere einer Hemizellulose. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist
das SCP in der Lage, an das PCM zu binden, z.B. Uber eine oder uber mehrere Wasserstoffbindungen, eine
ionische Interaktion, eine oder mehrere kovalente Bindungen, van-der-Waals-Krafte oder Gber jede Kombina-
tion von diesen. In einer anderen Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kann das SCP ein CPF gemaf
der nachfolgenden Beschreibung sein.

[0027] Der Ausdruck "Kohlenhydratpolymerfragmente”, der mit "CPF" abgekurzt wird, betrifft Molekile, die
enzymatisch oder chemisch hergestellte Fragmente der SCPs sein kénnen. Beispiele von solchen Fragmenten
umfassen jede Anzahl der sich wiederholenden Einheiten der SCPs. Geeignete Fragmente kénnen daher von
2 bis zu etwa 5000 Monosaccharideinheiten in dem Polymer-Grundgertst wie z.B. etwa 2- 10, 4-10, 3-100,
11-15, 20-25, 26-40, 41-60, 61-100, 101-200, 201-300, 301-400, 401-500, 501-1000, 1001-2000, 2001-3000,
3001-4000 oder 4001-5000 Monosaccharideinheiten enthalten. Das CPF kann des weiteren Seitenketten von
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unterschiedlicher Lange und Zusammensetzung umfassen. Spezifische Beispiele schlieRen Xylogluco-Oligo-
saccharide (XGO) ein, wie z.B. solche, die eine Struktur besitzen, wie sie in Fig. 4 beschrieben wird, oder ein
Fragment davon, oder solche, die mit einem oder mit mehreren Fucosylresten oder mit anderen Monosaccha-
riden weiter modifiziert sind, sind aber nicht darauf beschrankt.

[0028] XGOs sind im Allgemeinen gemafl des Nomenklatursystems, das in Fry et al. (1993), Physiologia
Plantarum 89, 1-3 zusammengefasst wird, benannt, wobei unter anderem G einen nicht substituierten be-
ta-Glycopyranolsylrest darstellt, X eine Xylopyranosyl-alpha(1-6)-glucopyranosyleinheit darstellt, L eine Galac-
topyranosylbeta(1-2)xylopyranosyl-alpha(1-6)glycosyleinheit darstellt, F eine Fucopyranosylalpha(1-2)-galac-
topyranosyl-beta(1-2)-xylopyranosyl-alpha(1-6)-glycosyleinheit darstellt. Diese verschiedenen Einheiten kén-
nen Uber eine beta(1-4)-Bindung zwischen den Glycopyranosyleinheiten verbunden sein, um ein be-
ta(1-4)-Glucan-Polysaccharid-Grundgerist zu erzeugen. Unter Verwendung dieser Nomenklatur sind die
XGOs, die im Allgemeinen nach der Spaltung von Xyloglucan der Tamarinde mit Endoglucanase isoliert wer-
den, XXXG, XLXG, XXLG und XLLG (vergl. Fig. 4). Wenn die Glucose (G) des reduzierenden Endes dieser
Oligosaccharide in der reduzierten Alditolform vorliegt, wird diese Einheit durch "Gol" dargestellt. Die reduzier-
ten (Alditol)-Derivate der vorstehend beschriebenen Oligosaccharide von dem Xyloglucan der Tamarinde wer-
den daher zum Beispiel als XXXGol, XLXGol, XXLGol und XLLGol bezeichnet.

[0029] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung betrifft der Ausdruck "chemische Gruppe" jede
chemische radikale Gruppe (R-) mit einem moglichen Interesse fiir die Aktivierung oder Modifikation der un-
I6slichen polymeren Kohlenhydratoberflachen. Die Aktivierung der unléslichen polymeren Kohlenhydratober-
flachen wird als eine Modifikation definiert, die es ermoglicht, weitere chemische oder enzymatische Reaktio-
nen durchzufiihren, wahrend die Modifikation der Oberflachen als eine Behandlung definiert wird, die als sol-
che ausreichend ist, um die funktionellen Eigenschaften zu verandern.

[0030] Beispiele von chemischen Gruppen, die fir eine solche Aktivierung oder Modifikation geeignet sind,
kénnen ionische Gruppen (kationische, wie z.B. quaternare Aminogruppen, Ammoniumgruppen, Carbokatio-
nen, Sulfoniumgruppen oder Metallkationen, etc.; anionische, wie z.B. Alcoxide, Thiolate, Phosphonate, Car-
banionen, Carboxylate, Boronate, Sulfonate, Bunte-Salze, etc., oder zwitterionische, wie z.B. Aminosauren,
Ylide oder andere Kombinationen von anionischen und kationischen Gruppen auf dem gleichen Molekiil) oder
deren nicht ionisierten Konjugatsauren oder -basen (wie es geeignet ist), hydrophobe Gruppen (Alkyl-Kohlen-
wasserstoffe, wie z.B. fetthaltige Acyl- oder Alkylgruppen und ungesattigte Derivate oder Perfluor-Alkane oder
Aryl-Kohlenwasserstoffe, wie z.B. aromatische oder polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe oder He-
terozyklen), ungeladene hydrophile Gruppen (z.B. Polyether, wie z.B. Polyethylenglykol), potentielle reaktive
Gruppen wie z.B. solche, die elektrophile Atome enthalten (wie z.B. Carbonylverbindungen, Carbokationen,
Alkylhalide, Acetate, etc.), Nucelophile (z.B. Stickstoff, Schwefel, Sauerstoff, Carbanione, etc.) oder Monomere
fur Polymerisationsreaktionen (freie Radikale, wie z.B. Acrylamid, Brombutyrat, Vinyl, Styrol, etc. oder ansons-
ten z.B. nucleophile oder elektrophile Reagenzien), chromophore oder fluorophore Gruppen (Pigmente, Farb-
stoffe oder optische Aufheller, wie z.B. C.1-Farbstoffe, Fluorescein, Sulfo-Rhodamin, Pyren), Biotin, radioakti-
ve Isotope, Vorlaufer freier Radikale und stabile freier Radikal-Gruppen (z.B. TEMPO), Nucleinsauresequen-
zen, Aminosauresequenzen, Proteine oder proteinbindende Mittel (z.B. Affinitatsliganden, Biotin, Avidin, Strep-
tavidin, Kohlenhydrate, Antikérper oder Enzymsubstrate oder deren Analoge), Rezeptoren, Hormone, Vitami-
ne und Arzneistoffe einschlief3en.

[0031] Der Ausdruck "Kohlenhydrat-Bindemolekile", der mit "CLM" abgekiirzt wird, betrifft ein Molekl oder
Komplex, das/der mindestens einen Teil eines SCP gemal der vorstehenden Beschreibung und eine chemi-
sche Gruppe enthalt. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das CLM in der Lage, an das PCM zu binden,
z.B. Uber eine oder mehrere Wasserstoffbindungen, eine ionische Interaktion, eine oder mehrere kovalente
Bindungen, van-der-Waals-Krafte oder uber jede Kombination von diesen.

[0032] Beispiele 9, 13, 15, 16, 18a und 30 zeigen die Anwendung einer chemischen Gruppe, Sulfo-Rhodamin,
die ein Chromophor, Fluorophor oder ein Zwitterion ist, zur Modifikation von Zellulosematerialien. Chromopho-
re Gruppen sind im Allgemeinen als Pigmente bekannt, Fluorophore werden als optische Aufheller in Textilien
und bei anderen Applikationen verwendet und ionische Verbindungen wirken als Retentionshilfen bei der Her-
stellung von Papier. Beispiele 10, 14, 17, 18b und 21 zeigen Modifikationen von zellulosehaltigen Fasern mit
Fluorescein, das ebenfalls chromophor, fluorophor und anionisch Gber einen weiten pH-Bereich ist und daher
Anwendungen haben wird, bei denen diese Gruppen erwiinscht sind. Beispiele 8, 19 und 20 stellen Verfahren
zum Einbringen einer Aminogruppe auf der Faseroberflache dar, die Gber einen weiten pH-Bereich kationisch
ist und daher als ein lonenaustauschmittel geeignet ist und die ebenfalls die Retention bei der Herstellung von
Papier erhéhen kann.
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[0033] Des weiteren ist die Aminogruppe an sich reaktiver als die chemischen Gruppen, die schon in den zel-
lulosehaltigen Fasern vorhanden sind, und kann daher fir die Bindung von einer gro3en Auswahl von anderen
chemischen Stoffen auf die Faseroberflache verwendet werden. Der Einbau von Radioaktivitat wird in dem Bei-
spiel 11 und in dem XET-Enzymtest dargestellt, der im Teil "a" unter dieser Uberschrift beschrieben wird. Die
Radioaktivitat kann fir Suchanwendungen und Studien der Fasermorphologie verwendet werden. Reaktionen
zum Einbau von Alkylketten werden in den Beispielen 22, 24 und 25 beschrieben. Insbesondere zeigen die
Beispiele 24 und 25, wie Alkenylbernsteinsaureanhydrid, ein typisches Mittel zur Hydrophobisierung von Pa-
pier, spezifisch an die Faseroberflache gebunden werden kann, wobei die Retention dieser Gruppe mdglicher-
weise erhdht wird.

[0034] Die Beispiele 23 und 26 zeigen, dass die nicht fluorophoren, aromatischen Gruppen an die Faser ge-
bunden werden kdnnen; wobei das zweite Beispiel eine Cinnamoyl-Gruppe einbringt, die Polymerisierungsre-
aktionen eingehen kann, wie z.B. solche, die Polystyrol und Lignin herstellen. Die Bromisobutyryl-Gruppe, die
gebunden wird, wie im Beispiel 27 beschrieben wird, ist ebenfalls ein anderer Initiator flir Polymerisierungsre-
aktionen durch freie Radikale. Wie in Beispiel 31 beschrieben wird, kénnen solche Gruppen verwendet werden,
um auf Zellulose basierende Pfropf-Kopolymere herzustellen, die hochqualitative Faser-Grundsub-
stanz-Grenzflachen mit einer sehr starken, beidseitigen Adhasion, aber nur eine geringe oder keine schadi-
gende Wirkung auf die Faser/Zellulosestruktur besitzen. Das Einbringen von Biotin in Beispiel 28 ermoglicht
die direkte Bindung von Avidin-Protein-Konjugaten auf die Faseroberflache, was weitverbreitet ist und verwen-
det werden kann, um eine Enzym- und Protein-Bindungsaktivitat auf der Faser einzufihren.

[0035] Die Zugabe einer Thiol- (oder Sulfhydryl-) Gruppe ermdglicht eine hohe Spezifitat und, was besonders
wichtig ist, die reversible Bindung von anderen Thiolen Uber die Erzeugung von Disulfidbindungen, wie in den
Beispielen 29 und 30 beschrieben wird. Eine grolRe Anzahl von chemischen Gruppen kann spezifisch durch
dieses Verfahren eingefiihrt und anschlielend entfernt werden, wenn diese nicht langer erwunscht sind.
Schliellich zeigen alle Beispiele, die vorstehend erwadhnt werden, dass eine groRe Vielfalt von Amin-reaktiven
chemischen Gruppen verwendet werden kénnen, um andere Funktionalitaten einzufihren, was Sulfonylchlo-
ride, Isothiocyanate, Isocyanate, Sdureanhydride, aktivierte Carboxyl-Verbindungen (sogar solche, die in situ
hergestellt werden) und Thioester einschlie3t, aber nicht darauf begrenzt ist. Viele dieser chemischen Stoffe
kdnnen verwendet werden, um unsere Reaktionen durchzufiihren, die zum Beispiel die Faser-Faser-Bindung
oder die Reaktivitat der Zellulose mit anderen Materialien verstarken.

[0036] Das CLM kann durch eine organische oder chemische Synthese und/oder durch die Verwendung der
katalytischen Aktivitat bestimmter Enzyme hergestellt werden. Eine Ausfiihrungsform der Herstellung eines
CLM unter Verwendung eines Enzyms und eines CPF wird in Eig. 2 dargestellt. Das SCP (8) wird mit einem
Enzym (7) und einem CPF (4), das eine chemische Gruppe (5) umfasst, in Kontakt gebracht. In dieser Ausfih-
rungsform spaltet das Enzym (7) das SCP und flihrt stattdessen das CPF mit der chemischen Gruppe ein, was
zu dem Produkt CLM (2) fuhrt. Das CLM kann eine oder mehrere chemische Gruppen umfassen.

[0037] In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann das CLM unter Verwendung eines Enzyms
hergestellt werden, das in der Lage ist, native oder chemisch modifizierte Mono- oder Oligosaccharide an die
Enden von Oligo- oder Polysacchariden zu transferieren. Solche Enzyme schlieen Enzyme, die eine hohe
Transglykosylierungsaktivitat, aber eine niedrige hydrolytische Aktivitat besitzen, Glycosylhydrolasen mit einer
hohen innewohnenden Transglykosylierungsaktivitdt, Enzyme, die biotechnologisch hergestellt wurden, um
deren Transglykosylierungsaktivitdt zu erhdhen, und Glycosyltransferasen, die Nucleotidzucker als Substrate
verwenden, ein, sind aber nicht darauf beschrankt.

[0038] In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann das Enzym als jedes Enzym definiert wer-
den, das, wenn es mit einem geeigneten Glycosyl-Spendersubstrat (z.B. Xyloglucan) in der Gegenwart oder
beim Fehlen von einem Mono-, Oligo- oder Polysaccharid-Akzeptorsubstrat (z.B. XGO) unter geeigneten Be-
dingungen zur Erhaltung der Enzymaktivitat untersucht wird, eine Rate des Einbringens des Akzeptorsubstrats
in das Spendersubstrat zeigt, die mindestens 10% der Hydrolyserate betragt, wie z.B. mindestens 15%, 20%,
25%, 30%, 40%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900%, wie z.B. mindes-
tens 1000% der Hydrolyserate. Die Analyse, die zur Bestimmung der Raten des Einbringens des Akzeptorsub-
strats in das Spendersubstrat verwendet wird, kann die radiometrische Analyse und/oder die kolorimetrische
Analyse zur Bestimmung der Enzymaktivitat sein, die hierin beschrieben werden.

[0039] Reprasentative Beispiele von Enzymen mit einer natlrlich hohen Transglycosylierungsaktivitat schlie-

Ren Amylosucrasen (Skov et al., 2001, J Biol Chem 276:25273-8) und die Cyclodextrin-Glycosyltransferase
(Ven der Veen et al., 2000, Biochim Biophys Acta 1543:336-360) ein, sind aber nicht darauf beschrankt. Viele
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Glycosylhydrolasen, die tber einen Retentionsmechanismus wirken, besitzen eine Transglycosylierungsakti-
vitat, die durch die Verwendung von organischen Lésungsmitteln verstarkt werden kann. Beispiele von solchen
Hydrolasen schlieRen einige Cellulasen und Mannasen (Kwon et al., 2002, Biosci Biotechnol Biochem
66:110-6; Harjunpaa et al., 1999, FEBS Lett 443:149-53), Xylanasen (Christakopoulos et al., 1996, Carbohydr
Res 289:91-104) und Chitinasen (Sasaki et al., 2002, J Biochem (Tokyo) 131:557-64) ein. Beispiele von Enzy-
men, die gentechnisch zur Erh6hung der Transglycosylierungsaktivitat hergestellt werden, sind so genannte
auf zurtickhaltende Glycosylhydrolasen basierende Glycosynthasen (Meyer et al., 2001, Chem Biol 8:437-43;
Fairweather et al., 2002, Chembiochem 3:866-73). Beispiele fur diese Arten von Enzymen werden zur Synthe-
se von Designer-Oligosacchariden fiir akademische, industrielle und potentiell therapeutische Zwecke verwen-
det.

[0040] Vorzugsweise wird ein Enzym ausgewahlt, das eine hohe Transglycosylierungsaktivitat besitzt, und
am starksten bevorzugt, auch fur alle praktischen Zwecke, wird ein Enzym, das eine niedrige oder nicht detek-
tierbare hydrolytische oder eine andere abbauende Aktivitat besitzt. Vorzugsweise werden keine Nucleotidzu-
cker oder organische Lésungsmittel bendtigt, um die Transglycosylierungsaktivitat zu férdern. Ein Beispiel fur
solche transglycosylierenden Enzyme ist die Xyloglucanendotransglycosylase, ein Enzym, das von Pflanzen
bekannt ist.

[0041] Stephen C. Frey et al. weisen in Biochem J 15 (1992) 282, S. 821-828 zum Beispiel darauf hin, dass
XET fur das Spalten und die Wiedervereinigung von intermikrofibrillaren Xyloglucanketten verantwortlich ist
und dass XET daher das Lockern der Wande hervorruft, das fir die Ausdehnung der Pflanzenzelle benétigt
wird. Man nimmt an, dass XET in allen Pflanzen vorhanden ist, insbesondere in allen Landpflanzen. XET wurde
aus dikotylen Pflanzen, monokotylen Pflanzen extrahiert, insbesondere aus monokotylen grasartigen Pflanzen
und aus monokotylen Liliengewachsen und ebenfalls aus einem Moos und einem Lebermoos. XET kann eben-
falls von einer Pflanze erhalten werden, wie in Beispiel 1 (Blumenkohl) und in Beispiel 5 (Suspensionskultur
von hybriden Espenzellen) beschrieben wird, oder es kann erhalten werden, wie in Fry et al. (vorstehend) be-
schrieben wird.

[0042] In einer anderen Ausflihrungsform wird das transglycosylierende Enzym durch die aerobe Kultivierung
von einem Wirtsorganismus hergestellt, der mit der genetischen Information transformiert wurde, die das trans-
glycosylierende Enzym codiert. Der Wirtsorganismus kann eine Pflanze sein, insbesondere Tabak, Mais oder
eine hybride Espe, Pilze, insbesondere Hefen wie z.B. Pichia pastoris oder Saccharomyces cerevisiae, fila-
mentdse Pilze wie z.B. Trichoderma reesei oder Aspergilli, welche die geeigneten genetischen Informationen
besitzen, die fir die Expression des heterologen Proteins in dem in Frage kommenden Wirt benétigt wird. Sol-
che Transformanten kénnen durch Verfahren, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, hergestellt und kultiviert
werden.

[0043] Gene: Das Gen, welches das transglycosylierende Enzym codiert, kann aus der Natur von einem Or-
ganismus, der ein geeignetes transglycosylierendes Enzym exprimiert, z.B. eine Pflanze oder ein Mikroorga-
nismus, erhalten werden. Das Gen kann ebenfalls mittels Gentechnik basierend auf dem zur Verfligung ste-
henden Wissen Uber natirlich vorkommende Enzyme hergestellt werden und es kann durch Deletion, Substi-
tution oder Addition von Sequenzinformationen wie z.B. codierenden Regionen und Promotoren modifiziert
werden. Das XET-Gen kann zum Beispiel von Blumenkohl (Beispiel 3), von hybrider Espe (Beispiel 4) oder wie
in EP 562 836 offenbart wurde, erhalten werden.

[0044] Wirtszellen: Die Wirtszellen, die das so erhaltene DNA-Konstrukt umfassen, kénnen unter Verwen-
dung von Verfahren erhalten werden, die dem Fachmann bekannt sind.

[0045] Die Wirtszelle ist vorzugsweise eine eukaryontische Zelle, insbesondere eine Pflanzenzelle wie z.B.
eine Suspension von Pappel- oder Tabakzellen oder eine Gewebekultur oder die Blatter oder die Samen dieser
Pflanzen und ahnlicher Pflanzen. Die Pflanzenzellen kénnen durch Agrobacterium vermitteltem Gentransfer
oder durch die Verwendung einer Particle-Gun in einer Weise, die an sich bekannt ist, transformiert werden.
Die Wirtszelle kann ebenfalls Hefe oder eine filamentdse Pilzzelle oder eine Bakterienzelle sein. Insbesondere
kann die Zelle einer Art von Trichoderma angehdren, vorzugsweise Trichoderma harzianum oder Trichoderma
reesei, oder einer Art von Aspergillus, am starksten bevorzugt Aspergillus oryzae oder Aspergillus niger. Pilz-
zellen kénnen durch ein Verfahren transformiert werden, das die Erzeugung eines Protoplasten und die Trans-
formation des Protoplasten gefolgt durch die Regeneration der Zellwand in einer Weise, die an sich bekannt
ist, beinhaltet.

[0046] Die Verwendung von Aspergillus als ein Wirtsmikroorganismus wurde unter anderem in EP 238 023

8/42



DE 602 17 536 T2 2007.10.25

(Novo Nordisk A/S) beschrieben und die Verwendung von Trichoderma wurde unter anderem in EP0244234
A2 04-11-1987 [1987/45], EP0244234 A3 12-10-1988 [1988/41], EP0244234 B1 21-07-1993 [1993/29],
EP0244234 B2 07-11-2001 [2001/45] beschrieben; wobei deren Inhalt durch Bezugnahme hiermit aufgenom-
men wird. Die Wirtszelle kann ebenfalls eine Hefezelle sein, z.B. ein Stamm von Saccharomvces, insbeson-
dere von Saccharomvces cerevisiae, oder ein Stamm von Pichia sp. wie z.B. Pichia pastoris oder Kluyveromy-
ces sp. wie z.B. Kluyvermyces lactis. Die Wirtszelle kann ebenfalls ein Bakterium sein wie zum Beispiel das
Gram-positive Bakterium Bacillus subtilis oder Gram-negative Bakterien wie z.B. E. coli. Die Transformation
der Bakterien kann zum Beispiel durch eine Protoplastentransformation oder durch die Verwendung von kom-
petenten Zellen in einer Weise, die an sich bekannt ist, durchgefiihrt werden.

[0047] Gemal der Erfindung kann ein transglycosylierendes Enzym von einer dikotylen Pflanze oder einer
monokotylen Pflanze erhalten werden, insbesondere einer dikotylen Pflanze, die aus der Gruppe bestehend
aus den nachfolgenden Pflanzenfamilien Blumenkohl, Sojabohne, Tomate, Kartoffel, Raps, Sonnenblume,
Baumwolle, Tabak und Pappel ausgewahlt ist, oder einer monokotylen Pflanze, die aus der Gruppe bestehend
aus Weizen, Reis, Korn, Schilfrohr und Zuckerrohr ausgewahlt ist. Ein Beispiel von solchen Enzymen ist jedes
Enzym, das durch eine der Sequenzen SEQ ID Nr.: 1, 2, 3 oder durch ein funktionelles Homolog davon codiert
wird. Mit einem funktionellen Homolog ist hierin eine Sequenz gemeint, die eine Homologie mit einem Enzym
zeigt, das durch eine der Sequenzen SEQ ID Nr.: 1, 2, 3 codiert wird, wobei die Homologie mindestens 50%
wie z.B. mindestens 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100% betragt.

[0048] Das funktionelle Homolog kann in einer anderen Ausfiihrungsform ein Enzym sein, das durch eine Nu-
cleinsauresequenz codiert wird, wobei die Nucleinsauresequenz eine Homologie mit mindestens einer der Se-
quenzen in SEQ ID Nr.: 1, 2, 3 von mindestens 50% wie z.B. mindestens 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%
oder 100% besitzt.

[0049] In dem vorliegenden Kontext bedeutet der Ausdruck "Homologie" ein quantitatives Maf} des Grades
der Homologie zwischen zwei Aminosauresequenzen von gleicher Lange oder zwischen zwei Nucleotidse-
quenzen von gleicher Lange. Wenn die zwei Sequenzen, die verglichen werden sollen, nicht von gleicher Lan-
ge sind, miussen sie in der best méglichen Passform angeordnet werden. Die Sequenzidentitat kann als

Nref - Ngif) 100
Nref

berechnet werden, wobei Ndif die Gesamtzahl der nicht identischen Reste in den zwei Sequenzen bedeutet,
wenn diese angeordnet sind, und wobei Nref die Anzahl der Reste in einer der Sequenzen bedeutet. Die
DNA-Sequenz AGTCAGTC wird daher eine Sequenzidentitat von 75% mit der Sequenz AATCAATC besitzen
(Ndif = 2 und Nref = 8). Eine Llcke wird als Nicht-ldentitat des spezifischen Rests/der spezifischen Reste ge-
wertet, das heif3t die DNA-Sequenz AGTGTC wird eine Sequenzidentitat von 75% mit der DNA-Sequenz AGT-
CAGTC besitzen (Ndif = 2 und Nref = 8). Die Sequenzidentitdt kann in einer anderen Ausflihrungsform durch
das BLAST-Programm berechnet werden, z.B. das BLASTP-Programm (Pearson & Lipman (1988) (www.nc-
bi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST). In einem Aspekt der Erfindung wird das Anordnen mit dem allgemeinen Anord-
nungsalgorithmus mit Standardparameter durchgefiihrt, wie von Huang & Miller (1991) beschrieben wurde, er-
haltlich bei http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html.

[0050] In einer anderen Ausfiihrungsform kann das Enzym ein Enzym sein, das eine niedrigere Sequenzho-
mologie mit den Sequenzen besitzt, das aber so aufgebaut wurde, dass es eine transglycosylierende Aktivitat
besitzt.

[0051] Die hier genannten Erfinder haben die Erfindung unter anderem auf die Tatsachen begriindet, dass
Xyloglucan, das in den primaren Zellwanden von Pflanzenfasern auf natlrliche Weise vorkommt, in der Lage
ist, starke Wasserstoffbindungen mit Zellulose zu erzeugen, und dass die endogene XET-Aktivitat von Pflan-
zen zum Einbringen von radioaktiven und fluorszierenden XGOs an die Xyloglucan-Komponente von Suspen-
sionskulturen von Pflanzenzellen fihrt (vrgl. Biochem J. 279, 1991, S. 529-535 und Plant Cell Physiol 40, 1999,
S. 1172-1176).

[0052] Die Erfinder haben anschlieRend nachgewiesen, dass isolierte Xyloglucanpolymere chemisch
und/oder enzymatisch modifiziert werden kénnen, um eine groRe Anzahl von verschiedenen chemischen
Gruppen zu enthalten, und dass solche chemisch modifizierten Xyloglucanpolymere als eine Grenzflache fir
das Einbringen von neuen chemischen Gruppen auf die zellulosehaltigen Faseroberflachen verwendet werden
kénnen. Ein deutlicher Vorteil des Verfahrens ist, dass die Verwendung von solchen Grenzflachen-Polymeren
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den nachfolgenden Verlust der Faserstruktur vermeidet, ein Ergebnis, auf das ansonsten im Allgemeinen mit
der direkten chemischen Modifikation von Zellulose gestoRen wird. Die Erfinder haben nachgewiesen, dass
ein transglycosylierendes Enzym wie z.B. XET als Empfangerzucker Oligosaccharide, die verschiedene Arten
von chemischen Gruppen enthalten, verwenden kann.

[0053] Da Wasser fur solche Enzyme nicht in Konkurrenz als ein Empféanger der Transglycosylierung steht,
kdnnen sie in wassrigen Losungen verwendet werden, um effizient die chemischen Gruppen auf die Grenzfla-
chenpolymere wie z.B. Xyloglucan einzufihren, die entweder in Lé6sung oder gebunden an ein anderes poly-
meres Material wie z.B. Zellulose vorliegen. Des weiteren haben die Erfinder nachgewiesen, dass Xyloglucan,
sogar wenn es chemisch modifiziert ist, fest an die Oberflache von Zellulose bindet und dass die eingefihrten
chemischen Gruppen, auch wenn sie an den porésen Oberflachen von zellulosehaltigem Material Gber XG ge-
bunden sind, trotzdem weiter fir chemische Reaktionen zuganglich sind. Die Erfinder haben anschlielend
nachgewiesen, dass es Uberraschenderweise mdglich war, durch die Zugabe eines transglycosylierenden En-
zyms und von chemisch modifizierten CPFs zu den SCPs viele verschiedene neue chemische Gruppen mit
einer erwlnschten Funktionalitat auf die Oberflachen des PCM mit einer hohen Ausbeute zu binden.

[0054] Das PCM, das modifiziert werden soll, kann von einer Pflanze abgeleitet werden, die aus der Gruppe
ausgewahlt ist bestehend aus einer monokotylen Pflanze wie z.B. eine Pflanze der Familie Gramineae und ei-
ner dikotylen Pflanze wie z.B. einer Pflanze, die aus der Gruppe bestehend aus angiospermen Pflanzen (Hart-
holz), zapfentragenden Pflanzen (Weichholz) und Pflanzen, die der Familie Gossypium angehéren, ausge-
wahlt ist.

[0055] Das PCM kann in der Form von zellulosehaltigen Pflanzenfasern oder in der Form von zellulosehalti-
gen Mikrofibrillen, die von zellulosehaltigen Pflanzenfasern oder von einem Bakterium stammen, vorliegen.

[0056] Das SCP kann einen Teil des PCM, das modifiziert werden soll, erzeugen, weswegen der Schritt des
Einbringens des CPF, das eine chemische Gruppe mit einer gewiinschten Funktionalitdt umfasst, in das SCP,
z.B. unter Verwendung eines Enzyms, direkt auf dem PCM-SCP-Komplex erfolgen kann. Das Prinzip wird in
Fig. 3 dargestellt. Im oberen Teil von Fig. 3 ist der PCM-SCP-Komplex (9) zu sehen, der das PCM (1) und das
SCP (2), das Enzym (7) und ein CPF (4) umfasst, das eine chemische Gruppe (5) mit einer gewiinschten Funk-
tionalitat umfasst. Im mittleren Teil von Fig. 3 bindet das Enzym (7) an das SCP (2) des PCM-SCP-Komplexes
(9) und kann einen Zwischenkomplex (10) erzeugen. In dem Prozess, der zu dem unteren Teil von Eig. 3 fuhrt,
spaltet das Enzym (7) das SCP (2) und bringt (12) das CPF (4), das eine chemische Gruppe mit einer ge-
winschten Funktionalitat (5) umfasst, ein. (12) ist das SCP-Fragment, das durch das SCP abgespalten wurde.

[0057] In einer anderen Ausfiihrungsform muss das SCP nicht an dem PCM gebunden sein, um modifiziert
zu werden. In dem Fall kann das SCP modifiziert sein, um die chemische Gruppe zu umfassen, und das Pro-
dukt der SCP-Modifikation, CLM, wird anschlieRend mit dem PCM in Kontakt gebracht. In einer anderen Aus-
fuhrungsform wird das SCP zuerst mit dem SCP ohne PCM in Kontakt gebracht. Wenn der SCP-PCM-Kom-
plex erzeugt wurde, kann der Schritt des Einbringens des CPF, das eine chemische Gruppe mit einer ge-
winschten Funktionalitdt umfasst, in das SCP, z.B. unter Verwendung eines Enzyms, direkt auf dem
PCM-SCP-Komplex erfolgen.

[0058] Es ist moglich, das PCM mit einem Gemisch von chemischen Gruppen zu modifizieren, z.B. durch das
Durchfuhren der hierin beschriebenen Verfahren in der Sequenz und/oder durch die Verwendung eines Gemi-
sches von CLMs, die verschiedene chemische Gruppen umfassen, und durch die Bindung des Gemisches von
CLMs, die verschiedene chemische Gruppen umfassen, an das PCM in einem Verfahrensschritt.

[0059] Sowohl das SCP als auch das CPF kénnen chemische Gruppen enthalten.

[0060] Das CPF kann von Xyloglucan abgeleitet sein und es kann von 3 bis etwa 100, einschlief3lich von 4
bis 10 Monosaccharideinheiten des Polymergrundgerists enthalten.

[0061] In einer Ausflhrungsform wird das CPF, das die chemische Gruppe umfasst, mit dem I6slichen poly-
meren Kohlenhydrat (SCP) in der Gegenwart eines Enzyms, das in der Lage ist, die Erzeugung des Komple-
xes, der aus dem CPF besteht, das die chemische Gruppe umfasst, in Kontakt gebracht und ist mindestens
ein Teil des SCP. Das Enzym kann in der Lage sein, native oder chemisch modifizierte Mono- oder Oligosac-
charide auf Oligo- und/oder Polysaccharide zu transferieren. In einer Ausfihrungsform kann das Enzym eine
transglycosylierende Aktivitat besitzen.
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[0062] In einer anderen Ausfiihrungsform zeigt das Enzym eine Rate des Einbringens des Empfangersubst-
rats in das Spendersubstrat, die mindestens 10% der Hydrolyserate betragt, wie z.B. mindestens 15%, 20%,
25%, 30%, 40%, 50% oder 75%, wie z.B. mindestens 100% betragt, wenn die Untersuchung mit einem geeig-
neten Glycosyl-Spendersubstrat in Gegenwart und beim Fehlen eines Mono-, Oligo- oder Polysaccharid-Emp-
fangersubstrats unter geeigneten Bedingungen zur Erhaltung der Enzymaktivitat durchgefiihrt wird.

[0063] Die Analyse zur Evaluierung der Rate des Einbringens des Empfangersubstrats in das Spendersubst-
rat kann eine Analyse sein, die aus den nachfolgenden Schritten besteht:
i) Inkubieren von 0,1 mg Xyloglucan, 0,1 mg Xyloglucan-Oligosaccharide (Gemisch von XXXG, XLXG,
XXLG und XLLG; 15:7:32:46 Gewichtsverhaltnis) in 200 ul 40 mM Citratpuffer, pH-Wert 5,5 fiir 30 Minuten
bei 30°C.
ii) Beenden der Reaktion mit 100 pyl 1 M HCI.
iii) Einstellen der lonenstérke durch Zugabe von 800 pl 20% Na,SO, und 200 pl einer |, (0,5% 1,, 1% KI,
w/w)-LOsung.
iv) Messen der optischen Dichte bei 620 nm.
v) Durchflihren der Schritte i)-iv) ohne Zugabe der Xyloglucan-Oligosaccharide (XGO) aus Schritt i)
vi) Berechnen der Zunahme der optischen Dichte in Prozent zwischen der Inkubation mit XGO und der In-
kubation ohne XGO.

[0064] Das Enzym kann von der Gruppe bestehend aus einer Transglycosylase, einer Glycosylhydrolase, ei-
ner Glycosyltransferase ausgewahlt sein. Das Enzym kann ein Wildtyp-Enzym oder ein funktional und/oder
strukturell modifiziertes Enzym sein, das von einem solchen Wildtyp-Enzym abgeleitet ist. In einer Ausfuh-
rungsform ist das Enzym eine Xyloglucan-Endotransglycosylase (XET, EC 2.4.1.207).

[0065] Das Enzym, das eine Transglycosylierungsaktivitat besitzt, kann von einer Pflanze abgeleitet sein, ein-
schlielich einer Pflanze, die zu der Familie Brassica gehort, oder einer Pflanze einer Populus-Art, oder es
kann mittels einer rekombinanten Technik hergestellt werden.

[0066] In einer Ausfliihrungsform kann die chemische Gruppe, die eine gewiinschte Funktionalitat besitzt,
ausgewahlt sein aus einer Gruppe bestehend aus einer ionischen Gruppe, einer hydrophoben Gruppe, einer
ungeladenen hydrophilen Gruppe, einer reaktiven Gruppe, einem Nucleophil, einem polymerisierbaren Mono-
mer, einer chromophoren Gruppe, einer fluorophoren Gruppe, Biotin, einem radioaktiven Isotop, einem Vorlau-
fer freier Radikale, einer stabilen freien Radikal-Gruppe, einem Protein und einem proteinbindenden Mittel.

[0067] Eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren, in dem das erhaltene modifi-
zierte PCM relativ zu dem nicht modifizierten PCM veranderte Oberflacheneigenschaften wie z.B. veranderte
Starkeeigenschaften, eine veranderte Oberflachenspannung, veranderte wasserabstoRende Eigenschaften,
eine veranderte Reaktivitat, veranderte optische Eigenschaften oder Kombinationen von diesen besitzt.

[0068] Ein anderer Aspekt der Erfindung ist ein modifiziertes polymeres Kohlenhydratmaterial (mPCM), das
durch das Verfahren von jedem hierin beschriebenen Verfahren erhaltlich ist, wobei chemische Gruppen mit
einer gewlinschten Funktionalitat an das Material gebunden sind, indem die Bindung durch ein Kohlenhyd-
rat-Bindemolekiil vermittelt wird, das eine chemische Gruppe und ein SCP, das eine Hemizellulose ist, umfasst,
wobei das Kohlenhydrat-Bindemolekil an das PCM binden kann. Das mPCM kann in der Form von zellulose-
haltigen Pflanzenfasern oder von zellulosehaltigen Mikrofibrillen, die von einer zellulosehaltigen Pflanzenfaser
oder von einem Bakterium abstammen, vorliegen.

[0069] Die chemischen Gruppen des mPCM kénnen reaktive Gruppen sein, die andere funktionale Gruppen
binden kénnen, und das mPCM kann daran zwei oder mehrere verschiedene Arten von chemischen Gruppen
gebunden haben.

[0070] Ein Aspekt der Erfindung ist ein Verbundmaterial, das die Materialien umfasst, die hierin beschrieben
werden.

[0071] Ein anderer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung des mPCM oder der Verbundmaterialien bei
der Herstellung von Papierblattern, Wellpappe, Webware, Hilfsmitteln in einem diagnostischen oder chemi-
schen Assay oder Verfahren, Verpackungsmittel fur Flissigkeiten und Lebensmittel, Papier und Karton, die
haufig mit einem Thermoplastik wie z.B. Polyethylen laminiert sind, um eine undurchdringbare Grenzschicht
fur die wassrigen Losungen zur Verfligung zu stellen, Textilien, Wertpapieren, Banknoten, verfolgbaren Doku-
menten, Fullstoffen, Laminaten und Panelprodukten, holzpolymeren Verbundstoffen, polymeren Verbundstof-
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fen, Legierungen und Mischungen oder Zellulosederivaten (zellulosehaltigen Stoffen).

[0072] Gemal der vorliegenden Erfindung kénnen neue chemische Gruppen dem PCM, das ein innewohnen-
des geeignetes SCP enthalt, durch die Verwendung des transglycosylierenden Enzyms zugefiigt werden, um
die chemisch modifizierten CPFs an das SCP, das in den zellulosehaltigen Materialien enthalten ist, zu binden.
In dem vorliegenden Zusammenhang bedeutet der Ausdruck "innewohnend", dass das PCM ein SCP vor der
Modifikation umfasst. GemafR der vorliegenden Erfindung kénnen neue chemische Gruppen ebenfalls dem
PCM, das kein innewohnendes SCP enthalt, zugegeben werden, indem zuerst ein transglycosylierendes En-
zym verwendet wird, um die chemisch modifizierten CPFs an das SCP in Losung zu binden, gefolgt durch die
Sorption des modifizierten SCP an das PCM.

[0073] Gemal einer spezifischen Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kénnen neue chemische
Gruppen an Zellulosematerialien, die kein innewohnendes Xyloglucan enthalten, gebunden werden, indem zu-
erst das XET-Enzym verwendet wird, um die chemisch modifizierten XGOs an Xyloglycan (XG) in L6sung zu
binden, gefolgt durch die Sorption des modifizierten XG an die Zellulosematerialien.

[0074] Gemal der vorliegenden Erfindung erhalt ein PCM eine veranderte Oberflachenchemie und/oder eine
verbesserte chemische Reaktivitat nach der Behandlung mit chemisch modifizierten CPFs, die an ein SCP un-
ter Verwendung des transglycosylierenden Enzyms gebunden werden. Die SCPs, welche die chemisch reak-
tiven Gruppen tragen, werden fest an die Oberflachen des PCM binden, wodurch die chemische Reaktivitat
der Oberflachen erhalten wird. Die chemische Reaktivitat an sich oder wenn sie durch weitere chemische
und/oder polymerisierende Reaktionen modifiziert wurde, beeinflusst die Oberflacheneigenschaften des PCM.
Des weiteren wird die Dichte der chemisch reaktiven Gruppen durch die Veranderung der Konzentrationen des
transglycosylierenden Enzyms und/oder der CPFs und/oder der Reaktionszeit kontrolliert, wie in den Beispie-
len 14a und 14b gezeigt wird. Die Oberflacheneigenschaften kénnen durch jedes Verfahren, das auf dem
Fachgebiet bekannt ist, gemessen werden, wie in den beigefligten Beispielen, z.B. Beispiel 16b, gezeigt wird.

[0075] In der Natur arbeiten transglycosylierende Enzyme wie z.B. das XET-Enzym in vivo in der lebenden
Pflanze, so dass das Enzym offensichtlich in einer wassrigen Umgebung arbeiten kann. Das Verfahren gemaf
der Erfindung kann daher in einer wassrigen Lésung durchgefiihrt werden oder es kann in Wasser in der Ge-
genwart von bestimmten Komponenten wie z.B. einem Puffer und/oder einem Netzmittel und/oder einem Sta-
bilisator und/oder einem Polymer und/oder einer organischen Komponente, welche die Aktivitat des Wassers
vermindert, wie z.B. DMSO, durchgefiihrt werden.

[0076] Der Puffer kann geeigneterweise ein Phosphat, Borat, Citrat, Acetat, Adipat, Triethanolamin, Monoe-
thanolamin, Diethanolamin, Carbonat (insbesondere Alkalimetall, Erdalkalimetall, insbesondere Natrium- oder
Kaliumcarbonat oder Ammonium- und HCL-Salze), Diamin, insbesondere Diaminoethan, Imidazol, Tris oder
Aminosaurepuffer sein.

[0077] Das Netzmittel dient der Verbesserung der Benetzbarkeit des PCM. Das Netzmittel ist vorzugsweise
von einer nichtionischen Art der Grenzflachenaktivierung. Der Stabilisator kann ein Mittel zur Stabilisierung des
Enzyms sein.

[0078] Es wird im Allgemeinen geeignet sein, das Reaktionsmedium, das z.B. das PCM, das CLM und gege-
benenfalls eine oder mehrere Komponenten umfasst, die von der Gruppe bestehend aus einem SCP, das eine
chemische Gruppe umfassen kann oder nicht, einem CPF, das chemische Gruppen und ein Enzym umfasst,
ausgewahlt sind, fir einen Zeitraum von mindestens einigen Minuten in Abhangigkeit von den Reaktionsbe-
dingungen zu inkubieren. Eine Inkubationszeit von etwa einer Minute bis zu 20 Stunden wie z.B. etwa 2-5 Mi-
nuten, 5-7 Minuten, 7-10 Minuten, 10-15 Minuten, 15-20 Minuten, 20-30 Minuten, 30-40 Minuten, 40-60 Minu-
ten, 1-2 Stunden, 2-4 Stunden, 4-6 Stunden, 6-8 Stunden, 8-10 Stunden, 10-12 Stunden, 12-14 Stunden,
14-16 Stunden, 16-18 Stunden oder 18-20 Stunden wird im Allgemeinen geeignet sein. Insbesondere eine In-
kubationszeit von 30 Minuten bis zu 10 Stunden wird haufig bevorzugt werden. Die Inkubationszeit wird vor-
zugsweise mit einem Zeitabstand begrenzter als +/- 5 Stunden kontrolliert, wie z.B. begrenzter als +/- 2 Stun-
den, +/- 1 Stunde, +/- 45 Minuten, +/- 30 Minuten, +/- 15 Minuten, +/- 10 Minuten, +/- 5 Minuten, +/- 2 Minu-
ten, +/= 1 Minute, +/- 30 Sekunden, +/- 10 Sekunden, +/- 1 Sekunden, +/- 0,1 Sekunden, +/- 0,01 Sekunden.

[0079] Die Temperatur des Reaktionsmediums in dem Verfahren der Erfindung kann geeigneterweise in dem
Bereich von -5-100°C liegen, wie z.B. 0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-33, 33-36, 36-38, 38-40, 40-50,
50-60, 60-70, 70-80, 80-90 oder 90-100°C. In Ausfuhrungsformen, in denen das Reaktionsgemisch ein Enzym
umfasst, sollte die Temperatur des Reaktionsgemisches wahrend der Inkubation vorzugsweise in der Nahe der
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Temperatur liegen, die einen optimalen Umsatz wahrend der Inkubation erzeugt. Die bevorzugte Temperatur
sollte weniger als 10°C von der Temperatur entfernt sein, die einen optimalen Umsatz wahrend der Inkubation
erzeugt, wie z.B. weniger als 10°C, 8°C, 6°C, 4°C, 2°C, 1°C, 0,5°C oder 0,1°C.

[0080] Fur die Bindung des modifizierten oder nicht modifizierten SCP an das PCM wird es im Allgemeinen
geeignet sein, das Gemisch fir einen Zeitraum von mindestens einigen Minuten in Abhangigkeit von den Re-
aktionsbedingungen zu inkubieren. Eine Inkubationszeit von etwa einer Minute bis zu 48 Stunden wird im All-
gemeinen geeignet sein, insbesondere eine Inkubationszeit von 30 Minuten bis zu 10 Stunden wird haufig be-
vorzugt. Die Inkubationsldsung kann geeigneter Weise in einem pH-Bereich von 2-11 gepuffert sein, vorzugs-
weise bei einem pH-Wert von 5-8, mit einer Pufferkonzentration zwischen 0 und 5 M, vorzugsweise 0,0-0,1 M.
Die Temperatur des Reaktionsmediums in diesem Verfahren kann geeigneterweise in dem Bereich von
10-100°C in Abhangigkeit der Stabilitat der individuellen Komponenten in dem Gemisch sein.

[0081] Die Erfindung wird nun ausfihrlicher mit Bezug auf die begleitenden Zeichnungen beschrieben, wobei:
[0082] Fig. 1 das Prinzip der Modifizierung eines polymeren Kohlenhydratmaterials darstellt,

[0083] Fig. 2 das Prinzip der Einfiigung eines I6slichen Kohlenhydratpolymers, das eine chemische Gruppe
in einem polymeren Kohlenhydratmaterial umfasst, darstellt,

[0084] Fig. 3 das Prinzip der Modifizierung von PCM, das ein SCP vor der Modifikation umfasst, darstellt,

[0085] Fig. 4 Beispiele von Xyloglucan-Oligosaccharidstrukturen (XGO-7 (XXXG), XGO-8 (XLXG, XXLG)
und XGO-9 (XLLG)) zeigt,

[0086] Fig. 5 die Zeitabhangigkeit der Herstellung von XG-FITC zeigt,

[0087] FEig. 6 die Abhangigkeit der Herstellung von XG-FITC von der Menge des Enzyms in der Reaktion dar-
stellt,

[0088] Fig. 7 ein Bild von XG-FITC-behandeltem Papier mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zeigt,
[0089] Eig. 8 ein Photo der Aufnahme von Fluorescein in das mit XG-NH, behandelte Papier zeigt,
[0090] FEig.9 die relativen Mengen der Aminogruppen darstellt, die auf der Oberflache von XG-NH, behan-

deltem, zellulosehaltigem Papier nach der Behandlung mit verschiedenen Amino-reaktiven Reagenzien vor-
handen sind,

[0091] Eig. 10 die Reaktivitat von Papier mit und ohne Modifikationen durch XG-NH, auf FITC darstellt und
[0092] Fig. 11 die Reaktion von Thiol behandeltem Papier mit Sulfo-Rhodamin-Methanthiosulfonat darstellit.
BEISPIELE
MATERIAL UND VERFAHREN
Bestimmung der Enzymaktivitat und insbesondere der XET-Aktivitat
a. Radiometrische Analyse

[0093] Die hier genannten Erfinder haben ein modifiziertes Analyseverfahren entwickelt, das dem von Steele,
N et al. (Phytochemistry, 2000, 54, 667-680) ahnlich ist und das verwendet wurde, wie nachfolgend beschrie-
ben wird. [1-*H]-XLLGol (300 l, 0,36 pmol in H,0) wurde zu dem nicht radioaktiven xgo-9-Alditol (700 pl, 8,6
pmol) in 50 mM Citratphosphatpuffer, pH-Wert 5,5, zugegeben. Wenn diese Stammldsung in der Analyse ver-
wendet wurde, wurde sie in Puffer auf eine Konzentration von 2,24 pmol/ml (3,1 mg/ml) verdinnt. Die radioak-
tive XLLGol-Stammlésung (10 pl, 2,24 pmol/ml) wurde zu dem Xyloglucan (10 pl, 3,0 mg/ml in Puffer) zugege-
ben. Die verdinnte Enzymlésung (10 pl) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde bei 25°C fir 30
min inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieRend mit einer 50% Lésung Ameisensaure in Wasser (20 pl) been-
det. Das Reaktionsgemisch (40 pl) wurde auf rundem Whatman-3MM-Chromatographiepapier (20 mm Durch-
messer) getrocknet. Die runden Papiere wurden fir 4 Stunden unter flieRendem Wasser gewaschen, in einem
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65°C warmen Ofen getrocknet und der radioaktive Einschluss wurde in Szintillationsgefallen, die den Rea-
dy-safe-Szintillationscocktail (6 ml, Beckman Coulter AB, Bromma, Schweden) enthielten, mit einem Packard
Tricarb 1500 Szintillationsmessgerat untersucht. Es erfolgte keine Elution der Radioaktivitat aus dem Papier in
die Szintillationsflissigkeit. Leerwerte wurden durch die Zugabe von Saure zu der Reaktion vor der Zugabe
des Enzyms gemessen, die Kontrolle der insgesamt zugegebenen Radioaktivitdt wurde dadurch gemessen,
dass die runden Papiere der Kontrolle nicht gewaschen wurden. Ein MaR dafur, wie das Filterpapier die Ana-
lyse beeinflusst, wurde durch den Vergleich der Kontrollen mit der Szintillationsmessung von dem Kontrollge-
misch ohne dem Filterpapier erhalten.

b. Kolorimetrische Analyse

[0094] Die Enzymaktivitat wurde gemaR einem modifiziertem Protokoll, das auf das Protokoll von Slulova et
al. (1995), Anal Biochem 229, 80-85 basierte, gemessen. XET wurde mit 0,1 mg Xyloglucan, 0,1 mg Xyloglu-
can-Oligosaccharide (Gemisch von XXXG, XLXG, XXLGund XLLG; 15:7:32:46) in 200 pl 40 mM Citratpuffer,
pH-Wert 5,5 fir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Analyse wurde mit der Zugabe von 100 pl 1 M HCI beendet,
die lonenstarke wurde durch Zugabe von 800 pl 20% Na,SO, und 200 pl einer 1, (0,5% 1,, 1% Kl, w/w)-Lésung
eingestellt. Die optische Dichte wurde bei 620 nm gemessen. Fir die Zwecke dieses Dokuments wird eine Ein-
heit der Enzymaktivitat als 0,1 Einheiten der Veranderung der optischen Dichte (nach der Korrektur der Hinter-
grundshydrolyse) tiber einen Zeitraum von 30 Minuten definiert.

BEISPIEL 1
EXTRAKTION VON XET AUS BLUMENKOHL

[0095] Die Extraktion aus Blumenkohl wurde durch die Homogenisierung der Blumenkohlrdschen im eiskal-
ten Citratpuffer (0,35 M, pH-Wert 5,5, 10 mM CaCl, enthalten) und durch das Filtern des Gemisches durch Mi-
racloth durchgefiihrt. Das Filtrat wurde mit ultrareinem Wasser (18 MQ.cm) verdiinnt, bis die Leitfahigkeit der
Lésung die gleiche war, wie die von 0,1 M Ammoniumacetatpuffer, pH-Wert 5,5. Die L6sung wurde anschlie-
Rend mit dem SP-Fast-Flow-Kationenaustauscher (Amersham Biosciences, Schweden) vorsichtig fir 1 Stun-
de bei 4°C geriihrt. Das SP-FF-Gel wurde auf einem Glasfrittenfilter gesammelt und mit 0,1 M Ammoniumace-
tat, pH-Wert 5,5, gewaschen, bis das Filtrat klar war. Das Gel wurde in eine Saule gegeben und die gebunde-
nen Proteine wurden mit einem linearen Gradienten von 0 bis 1,0 M NaCl in 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert
5,5 uber 10 Saulenvolumen eluiert. Fraktionen, welche die XET-Aktivitat enthielten, wurden vereinigt und mit
Ammoniumsulfat (1 M) gemischt. Die Probe wurde auf eine Resource-ISO-Saule (1 ml, Amersham Biosci-
ences, Schweden) gegeben und anschlieend mit einem linearen Gradienten von 1,0 M bis 0 Ammoniumsulfat
in Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5, Uber 20 Saulenvolumen eluiert. Die Fraktionen, welche die XET-Aktivitat
enthielten, wurden vereinigt und mittels SDS-PAGE und Silberfarbung auf ihre Reinheit untersucht. Das Gel
zeigte nur eine einzelne Bande, von der durch Immunoblotting nachgewiesen wurde, dass es sich um XET
handelt.

BEISPIEL 2

EXTRAKTION VON XET AUS EINER ZELLSUSPENSIONSKULTUR EINER HYBRIDEN ESPE, Populus tre-
mula x tremuloides Mich.

[0096] Espen-XET wurde durch die Homogenisierung des Materials einer granuldésen Zellkultur in eiskaltem
Citratpuffer (0,35 M, pH-Wert 5,5, 10 mM CaCl, enthalten), durch das Ruhren des Gemisches fiir 2 Stunden
bei 4°C und durch das Filtern durch Miracloth extrahiert. Das Filtrat wurde mit ultrareinem Wasser (18 MQ.cm)
verdunnt, bis die Leitfahigkeit der Losung die gleiche war, wie die von 0,1 M Ammoniumacetatpuffer, pH-Wert
5,5. Die Lésung wurde anschliefiend mit dem SP-Fast-Flow-Kationenaustauscher (Amersham Biosciences,
Schweden) vorsichtig flr 1 Stunde bei 4°C gerthrt. Das SP-Trisacryl-Gel wurde gesammelt und mit 0,1 M Am-
moniumacetat, pH-Wert 5,5, durch einem Glasfrittenfilter gewaschen, bis das Filtrat klar war. Das Gel wurde
in eine Saule gegeben und die gebundenen Proteine wurden mit einem linearen Gradienten von 0,0 bis 1,0 M
NaCl in 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5 tber 10 Sdulenvolumen eluiert. Fraktionen, welche die XET-Ak-
tivitat enthielten, wurden vereinigt, der Puffer wurde durch 0,1 M Ammoniumacetat pH-Wert 5,5 in einer Seph-
adex G-25 GroRenausschlusssaule ausgetauscht und auf eine Resource-S-Austauschsaule (1 ml, Pharmacia)
geladen. Die gebundenen Proteine wurden mit einem linearen Gradienten von 0,0 bis 1,0 M NaCl in 0,1 M Am-
moniumacetat, pH-Wert 5,5, Uber 10 Saulenvolumen eluiert. Die Fraktionen, welche die XET-Aktivitat enthiel-
ten, wurden vereint, auf eine Sephacryl S200-Saule (120 ml, Amersham Biosciences, Schweden) gegeben
und mit 2 Saulenvolumen 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5, eluiert. Fraktionen, die der letzten Spitze ent-
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sprachen, welche die groRte Menge der XET-Aktivitat enthielten, wurden vereint und auf eine Resour-
ce-S-Saule (1 ml, Amersham Biosciences, Schweden) gegeben. Die Fraktionen wurden anschlieRend mit ei-
nem linearen Gradienten von 0,0 bis 0,5 M NaCl in 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5, in einem Volumen,
das mehr als 10 Saulenvolumen entsprach, eluiert. Fraktionen, welche die XET-Aktivitat enthielten, wurden
vereinigt und es wurde mittels SDS-PAGE gezeigt, dass sie homogen waren.

BEISPIEL 3
REINIGUNG DES REKOMBINANTEN XET AUS DER KULTIVIERUNG VON Pichia pastoris

[0097] Zellen von Pichia pastoris-Kulturen, die mit dem genetischen Material transformiert wurden, das XET
(vergl. Beispiele 4 und 5) codierte, zeigten im Aligemeinen die hochste XET-Aktivitat im Kulturmedium 3 Tage
nach einer Induktion mit Methanol. Diese Hefezellen wurden durch Zentrifugation geerntet und die Kulturme-
dien wurde des weiteren durch einen 0,45 pm-Filter filtriert und anschlieRend konzentriert und durch Ultrafilt-
ration entsalzt. Das XET wurde durch eine zweiphasige Kationenaustausch-Chromatographie gereinigt. Das
konzentrierte Kulturfiltrat (in einem Puffer von 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5) wurde zuerst auf eine
SP-Trisacryl-Saule aufgetragen und anschlief3end durch einen linearen Gradienten von 0 bis 1 M NaCl in 0,1
M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5, eluiert. Die Fraktionen, welche die XET-Aktivitat enthielten, wurden vereint,
in 0,1 M Ammoniumacetat, pH-Wert 5,5, entsalzt und auf eine Resource-S-Saule aufgetragen, anschlieend
durch denselben linearen Salzgradienten, der in der ersten Phase der Kationenaustausch-Chromatographie
verwendet wurde, eluiert. Die Homogenitat des Proteins wurde durch SDS-PAGE und Silberfarbung unter-
sucht. Es wurde nur eine einzelne Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 32 kDa detektiert und von die-
ser wurde durch Immunoblotting bestatigt, das es sich um XET handelt. Es wurde gezeigt, dass das Protokoll
fur die Expression von allen Sequenzen SEQ ID Nr.: 1, 2, 3, welche die verschiedenen Isoenzyme von XET
codieren, erfolgreich war.

BEISPIEL 4
ISOLIERUNG DES GENS, WELCHES DAS XET VON BLUMENKOHL CODIERT

[0098] Die cDNA, die dem XET-Gen entsprach, wurde durch die Extraktion der RNA durch das Zerreiben von
frischem Blumenkohlgewebe unter flissigem Stickstoff (N,) und der Lyse der Zellen unter denaturierenden Be-
dingungen isoliert. Die lysierte Zellprobe wurde anschlieRend durch eine QIA-Shredder-Saule zentrifugiert, um
das unlgsliche Material zu entfernen. Die RNA wurde anschlieRend selektiv an eine RNAeasy-Membran ge-
bunden, mit Puffer gewaschen und schlief3lich in Wasser eluiert. Die XET cDNA wurde unter Verwendung einer
zweiphasigen Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) gemafl dem Protokoll, das auf dem Fachgebiet bekannt ist,
hergestellt. Der erste Strang der cDNA wurde bei 55°C fur eine Stunde synthetisiert, wobei 1 pg RNA und ein
Oligo-dT ,4-Primer mit der reversen Transkriptase verwendet wurden. Die Matrizen fur die degenerierten Pri-
mer flr die spezifische PCR-Reaktion wurden durch die N-terminale Sequenzierung des Blumenkohl-XET-Pro-
teins erhalten, welche eine nachfolgende Sequenz anzeigte:

IPPRKAIDVPFGRNY.

[0099] Die Primersequenzen aller Primer, die verwendet wurden, werden in Tabelle 1 gezeigt. Der reverse
Primer CFXETR1 und die Nested-Primer CFXET F1 wurden fir eine zweiphasige Nested-PCR verwendet,
was zu einem PCR-Produkt mit dem korrekten Molekulargewicht und der Sequenz, die dem XET in der Glyco-
sylhydrolase-/Transglycosylase Familie 16 entsprach, fiihrte. Die cDNA mit vollstandiger Lange wurde an-
schlieRend amplifiziert, wobei eine Serie von degenerierten Nested-Primern (Tabelle 1) verwendet wurden, ge-
folgt von der Sequenzbestimmung der cDNA mit vollstandiger Lange (SEQ ID Nr.; 1).
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Tabelle 1. In den Beispielen verwendeten Primer

CFXETFI AARGCNATHGAYGTNCCNTTYGG

CFXETF2 CCNCCNAGRAARGCNATHGAYGT

CFXETRI AAYTCRAARTCDATYTCRTCRTGYTC

CFXET -5r-1 TGCAGTGACGACCCCAGCGGT ATC

CFXET -5r-2 CAGCGGTATCACCAGCCGGCAG

CFXET -3r-| CTGCCGGCTGGTGATACCGCTG

CFXET -3r-2 GAT ACCGCTGGGGTCGTCACTGCA
S'RACECUTER GCTGATGGCGATGAATGAACACTG
S'RACEINNER CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG
3'RACEOUTER GCGAGCACAGAATTAATACGACT
3'RACEINNER CGAGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG
CF FL-FI AACATCATTCATCATCATCACCATCACC

CF FL-F2 CATCACCATCACCATCACCATAACATCT

CF FL RI TGAACAGAAGCATAATACTCATAATAATCCGG
CF FL R2 CATAATAATCCGGTTCATTGAAAGTTTICG

IBU-Code fur gemischte Basen: M=A+C,R=A+G,W=A+T,S=G+C,Y=C+T,V=A+G+C,N=A
+C+T,B=G+T+C,N=A+G+C+T,K=G+T.

[0100] Die Primer CFXETFI, CFXETF2 und CFXETRI sind genspezifische, degenerierte Primer fur die
RT-PCR. CFXET-5r-I, CFXET-5r-2, CFXET-3r-1 und CFXET-3r-2 sind genspezifische, interne Primer, wahrend
5'RACE GUTER, 5'RACE INNER, 3'RACE GUTER und 3'RACE INNER komplementare Primer zu den Adap-
toren der RLM-RACE sind. CF-FL-FI, CF-FL-F2, CF-FL-RI sind CF-FL-R2 genspezifische Primer fir die Am-
plifikation der cDNA mit vollstdndiger Lange.

Beispiel 5
ISOLIERUNG DES GENS, WELCHES DAS XET VON HYBRIDER ESPE CODIERT

[0101] Die cDNA, die das Pappel-XET codiert, wurde zum Beispiel aus einer kambialen EST-Bibliothek einer
hybriden Espe isoliert, die aufgebaut war, wie in Hertzberg et al., 1998, beschrieben wurde. Die Anmerkungen
der Bibliothek offenbarten drei Sequenzen, die den XET-ahnlichen Enzymen entsprachen. Die Sequenzierung
der vollstdndigen Lange von einem der Klone zeigte, dass er eine cDNA-Kopie des XET-Enzyms in vollstan-
diger Lange enthielt, das als XET16A (SEQ ID Nr.: 3) bezeichnet wurde, wahrend ein anderer Klon einem zwei-
ten XET-Enzym in vollstandiger Lange entsprach, das als XET16C (SEQ ID Nr.: 2) bezeichnet wurde.

BEISPIEL 6
EXTRAKTION VON XYLOGLUCAN AUS DEM SAMENKERNPULVER DER TAMARINDE

[0102] Das Verfahren von Edwards et al. (Planta 1985, 163, 133-140) wurde modifiziert, wie nachfolgend be-
schrieben wird. NaBH, (0,75 g) wurde in 2,0 M NaOH (1,5 L) gelost. Das entdlte Samenkernpulver der Tama-
rinde (30 g) wurde langsam zu der Lésung unter kraftigem Rihren (Schaufelriihrer) zugegeben, um ein Ver-
klumpen zu verhindern. Das Gemisch wurde anschlieRend auf 90°C erhitzt und bei dieser Temperatur fir 1
Stunde unter kontinuierlichem Rihren gehalten. Nach einer unvollstandigen Abkiihlung wurden die Feststoffe
Uber Glasfasern abgefiltert und verworfen. Nach einer weiteren Abkiihlung wurde das Filtrat durch die langsa-
me Zugabe von Eisessig (300 ml) angesauert, gefolgt von der langsamen Zugabe von EtOH (3,0 I), um das
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Xyloglucan als eine farblose, gelatineartige Masse zu prazipitieren. Die Feststoffe wurden durch die Filterung
Uber ein Baumwolltuch gesammelt und das Filtrat wurde anschlielend verworfen. Das Xyloglucan wurde an-
schlieRend in reinem Wasser (1,5 L, 18 MQ.cm) unter leichtem Erhitzen gelést und durch die langsame Zugabe
von EtOH (3,0 L) erneut prazipitiert. Die feste Masse wurde erneut durch Filtration durch ein Baumwolltuch ge-
sammelt, das per Hand ausgewrungen wurde, um das Uberschussige Filtrat freizusetzen. Die Feststoffe wur-
den anschlieRend unter vermindertem Druck (Olpumpe) getrocknet und in einer Haushaltskaffeemiihle (Braun)
gemahlen, um ein feines Pulver (17 g) zu erhalten.

BEISPIEL 7
ENDOGLUCANASE VERMITTELTE HERSTELLUNG VON XYLOGLUCAN-OLIGOSACCHARIDEN

[0103] Xyloglucan (3 g) wurde in 200 ml aufbereitetem Wasser (18 MQ.cm) bei 50°C unter starkem Riihren
gel6st. Nach dem Abkiihlen auf 30°C wurde Cellulase (30 mg, 4 E/mg, von T. reesei, Fluka) zugegeben und
die Lésung wurde bei dieser Temperatur ubernacht gehalten. Aktivierter Kohlenstoff (3 g) wurde anschlieRend
zugegeben und das Gemisch wurde fir 15 Minuten gerihrt. Nach der Zugabe von Acetonitril (200 ml) wurde
das Gemisch durch einen Celite-Filter auf einem Glasfaserfilterpapier (Whatman GF/A) gefiltert. Das Filtrat
wurde anschlieflend unter Vakuum (Wasserentliifter) konzentriert und das restliche Losungsmittel wurde mit
einer starken Vakuum(Ol)-pumpe entfernt. Das Gemisch von Xyloglucan-Oligosacchariden (XXXG, XLXG,
XXLG und XLLG im molaren Verhaltnis von 15:7:32:46, wie durch eine Hochleistungs-Anionenaus-
tausch-Chromatographie mit Wechselstromnachweis, HPAEC-PAD bestimmt wurde) wurde durch eine semi-
praparative HPLC auf einer Amid-80-Saule (TosoHaas, 21,5 mm x 300 mm, Eluent 55:45 Acetonitril-Wasser)
fraktioniert, wenn dies bendtigt wurde. XLXG und XXLG waren unter diesen Bedingungen nicht Iésbar. Mas-
senspektrometrie durch Elektrospray-lonisation (Micromass Q-TOF2) wurde verwendet, um die Identitat der
Oligosaccharide zu bestatigen.

[0104] Xyloglucan (3 g) wurde in 200 ml reinem Wasser (18 MQ.cm) bei 50°C unter starkem Rihren gelost.
Nach dem Abkuhlen auf 30°C wurde Cellulase (30 mg, 4 E/mg, von Trichderma reesei, Fluka) zugegeben und
die L6sung wurde bei dieser Temperatur Gibernacht gehalten. Beta-Galactosidase (150 mg, 9 E/mg gegen Lac-
tose, von Aspergillus oryzae, Sigma G-5160) wurde anschlieRend zugegeben und die Lésung wurde fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wurde fiir 3 min gekocht, gefolgt durch die schnelle Abktih-
lung vor der Zugabe von aktiviertem Kohlenstoff (3 g). Das Gemisch wurde anschlieend fiir 15 min bei Raum-
temperatur geruhrt. Nach der Zugabe von Acetonitril (200 ml) wurde das Gemisch durch einen Celite-Filter auf
einem Glasfaserfilterpapier (Whatman GF/A) gefiltert. Das Filtrat wurde anschlieRend unter Vakuum (Wasse-
rentliifter) konzentriert und das restliche Lésungsmittel wurde mit einer starken Vakuum(Ol)-pumpe entfernt.
Das Gemisch von Xyloglucan-Oligosacchariden wurde anschlief3end durch eine semipraparative HPLC auf ei-
ner Amid-80-Saule (TosoHaas, 21,5 mm x 300 mm, Eluent 55:45 Acetonitril-Wasser) fraktioniert. Massenspek-
trometrie durch Elektrospray-lonisation (Micromass Q-TOF2) wurde verwendet, um die Identitat der Oligosac-
charide zu bestatigen.

BEISPIEL 8
HERSTELLUNG VON AMINOALDITOL-DERIVATEN VON XYLOGLUCO-OLIGOSACCHARIDEN (XGO-NH,)

[0105] Xyloglucan-Oligosaccharide (2,4 g, 1,9 mmol, Gemisch von XXXG, XLXG, XXLG und XLLG) wurden
in einer gesattigten Ammoniumhydrogencarbonatldsung (50 ml) geldst. Natriumcyanoborohydrid (2,4 g, 39
mmol) wurde anschlielend zugegeben und die Reaktion wurde bei Raumtemperatur in der Dunkelheit gerthrt.
Nach sieben Tagen wurde die Reaktion gefiltert und Essigsaure wurde zugegeben, bis die Losung einen
pH-Wert von 2 erreichte. Nach der Konzentration unter Vakuum wurde das unbearbeitete Produkt erneut in 75
ml Wasser gel6st und in 10 Portionen auf eine P2-Saule (BioRad, Bio-Gel P2, 5 cm x 22 cm) aufgetragen. Die
Fraktionen von jedem Saulendurchlauf, die das XGO-NH, enthielten und die eine niedrige Leitfahigkeit aufwie-
sen, wurde vereint und bis zur Trockenheit konzentriert (Ausbeute 1,31 g, 51%). Die Massenspektrometrie
durch Elektrospray-lonisation (Micromass Q-TOF2) wurde verwendet, um die ldentitat der modifizierten Oligo-
saccharide zu bestatigen.
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BEISPIEL 9

HERSTELLUNG VON SULFO-RHODAMIN-DERIVATEN VON XYLOGLUCO-OLIGOSACCHARIDEN
(XGO-SR)

[0106] XGO-Aminoalditole (XGO-NH,, 0,5 g, 0,4 mM, Gemisch von XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH, und
XLLG-NH, wurden in 3% wassriges Natriumtetraborat (30 ml) geldst. Sulfo-Rhodamin B-Saurechlorid (192 mg,
0,3 mM, Fluka 86186) wurde in Dimethylformamid (DMF, 1 ml) geldst und tropfenweise in die gerihrte Flissig-
keit zugegeben. Die Reaktion wurde durch TLC (5:4:1 Chloroform: Methanol: Wasser) Uberwacht und nach sie-
ben Tagen bis zur Trockenheit konzentriert. Das unbearbeitete Produkt wurde durch eine Flash-Chromatogra-
phie auf Kieselsauregel gereinigt (schrittweise Elution mit 55:45:5 und 5:4:1 Chloroform: Methanol: Wasser).
Um kleinste Mengen von Kieselsdure aus dem Produkt zu entfernen, wurde das Material auf eine Saule (Su-
pelclean ENVI-18 SPE-Gefal}, 6 ml, Supelco, Bellefonte, PA, USA) fir eine Umkehrphasen-Chromatographie
geladen und durch einen abgestuften Gradienten aus voll entsalztem Wasser, 10% wassrigem Acetonitril und
20% wassrigem Acetonitril eluiert (Ausbeute: 20 mg, 2,7%).

BEISPIEL 10

HERSTELLUNG VON FLUORESCEIN-DERIVATEN VON XYLOGLUCO-OLIGOSACCHARIDEN
(XGO-FITC)

[0107] Fluorescein-Isothiocyanat-lsomer | (FITC, 12 mg, 0,03 mmol, Fluka 46952) wurde zu einer LOsung von
XGO-Oligoalditolen (XGO-NH,, 45 mg, 0,036 mmol, Gemisch von XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH, und
XLLG-NH,) in Natriumbicarbonatpuffer (100 mM, pH-Wert 9,0, 20 ml) gegeben. Die Reaktion wurde durch TLC
(70:30:1 Acetonitril: Wasser: Essigsaure) uberwacht und wurde nach dem Ruhren fir 24 Stunden unter Vaku-
um bis zur Trockenheit konzentriert. Das unbearbeitete Produkt wurde in 1,5 ml ultrareinem Wasser erneut ge-
I6st, auf eine P2-Saule (BioRad, Bio-Gel P2, 1,6 cm x 50 cm) gegeben und mit 10 mM wassrigem Ammonium-
bicarbonat mit einer Flussrate von 0,2 ml/min eluiert. Alle Fraktionen wurden durch TLC (70:30:1 Acetonitril:
Wasser: Essigsaure) Uberwacht, welches zeigte, dass das nicht umgesetzte FITC und XGO-NH, erfolgreich
von dem erwinschten Produkt getrennt wurde. Fraktionen, die XGO-FITC enthielten (nachgewiesen durch ei-
nen angeschlossenen UV-Detektor und TLC) und die eine niedrige Leitfahigkeit zeigten, wurden vereint und
unter Vakuum konzentriert, um einen orangefarbenen Feststoff zu erhalten (Ausbeute: 34 mg, 60%). Die Mas-
senspektrometrie durch Elektrospray-lonisation (Micromass Q-TOF2) wurde verwendet, um die Identitat der
modifizierten Oligosaccharide zu bestatigen.

BEISPIEL 11

SYNTHESE VON RADIOAKTIVEN UND NICHT RADIOAKTIVEN ALDITOL-DERIVATEN VON XLLG-XYLO-
GLUCO-OLIGOSACCHARID ([1-*H]-XLLGol UND [1-'H]-XLLGol)

[0108] Das Xylogluco-Oligosaccharid XLLG (8,6 pmol) wurde in aufbereitetem Wasser (250 pl, 18 MQ.cm)
gelost, das auf einen pH-Wert von 11,5 mit NAOH eingestellt wurde. NaB®H, (8,2 ymol, 3,76 GBq) wurde an-
schlielend zugegeben und man lieR die Reaktion Ubernacht bei Raumtemperatur stehen. Die Reaktion wurde
durch die vorsichtige Zugabe von Eisessig gestoppt, bis der pH-Wert der Losung etwa 4 betrug. Man lie3 die
Lésung anschlieBend fur einen Zeitraum von 30 min stehen, um zu ermdglichen, dass das Tritiumgas durch
den Abzug entluftet wurde. Salze wurden aus dem Produkt durch eine Gelfiltrations-Chromatographie auf
Bio-Gel P-2-Harz (BioRad, Lagervolumen 20 ml) mit gereinigtem Wasser (18 MQ.cm) als Eluent entfernt. Frak-
tionen mit etwa 1 ml Volumen wurden gesammelt. Die Fraktionen wurden durch eine Flussigkeitsszintillations-
messung und Dinnschichtchromatographie (Kieselsauregel, 7:3 Acetonitril-Wasser als Eluent, Ammoniummo-
lybdat/Schwefelsaure-Farbung) analysiert. Die Fraktionen, die sowohl radioaktiv waren als auch ein Produkt
mit einem Rf enthielten, der identisch zu XLLG war, wurden vereinigt. Ein qualitativer Tollens-Test fiir die Re-
duzierung von Zucker auf diesem Produkt war negativ, was darauf hinweist, dass die Reduktionsreaktion voll-
standig abgelaufen war. Das Produkt besal} eine Radioaktivitat von 115270 Bg/pl.

[0109] Die Synthese von nicht radioaktivem XLLGol wurde in einer Weise durchgefiihrt, die identisch zu der
war, die vorstehend beschrieben wurde, mit der Ausnahme, dass NaB®H, durch NaBH, als Reduktionsmittel
ausgetauscht wurde. Das Verdampfen der Chromatographieldsung ergab das Produkt als ein weies Pulver,
das ein Proton im NMR-Spektrum ergab, das identisch zu dem war, von dem zuvor berichteten wurde (York W.
et al., Carbohydrate Research, 1990, 200, 9-31). Die durchschnittliche Ausbeute der drei Reaktionen (50 (+/-)
3%) wurde verwendet, um die Ausbeute der radioaktiven Synthese zu schatzen, die eine Konzentration von
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1,21 x 10 mol/L und eine spezifische Aktivitat von 95 MBqg/ul anzeigte.

BEISPIEL 12
HERSTELLUNG VON REGENERIERTEN ZELLULOSEMEMBRANEN
a. Herstellung von regenerierten Zellulosemembranen aus Kupferammonium-L&sung

[0110] GemaR des Verfahrens von Okajima [Okajima K (1995), Polymer Journal 27(11), 1113-1122] wurden
10 g Zellulose (Whatman Nr. 1 Filterpapier, UK) in einem Gemisch von 65 g NH,OH (20%) gelost, 12 g frisch
hergestelltes Cu(OH),, 8 g 10% (w/v) NaOH und 30 g Wasser geldst, um eine klare blaue, viskdse Losung bei
4°C zu ergeben. Die Lésung wurde auf eine Glasplatte gegossen, um eine Starke von 0,3 mm zu erhalten, und
anschlieBend in Eindickungsbader gegeben, die bei 4°C in 10% wassrigem NaOH gehalten wurden, gefolgt
von 4% wassriges H,SO, fir jeweils 5 Minuten. Die so erhaltenen Regenerat-Zellulosefilme wurden unter flie-
Rendem Wasser gewaschen und auf einer Glasplatte bei Raumtemperatur getrocknet.

b. Herstellung von regenerierter Zellulosemembran aus wassriger NaOH/Harnstoff-Losung

[0111] Bemliese® Vliesstoff, der aus Baumwoll-Linterstoffen in Kupferammonium-Lésung (DP = 650, Asahi
Chemical Industry Co. Lid, Japan) hergestellt wurde, wurde als Quelle der Zellulose verwendet. 10 g Bemliese®
Vliesstoff wurde in 200 ml 6 Gew.-% NaOH/4 Gew.-% wassrige Harnstofflosung geldst, um eine klare Zellulo-
seldésung bei 4°C zu erhalten. Die Losung wurde auf eine Glasplatte gegossen, um eine Starke von 0,5 mm zu
erhalten, anschlieRend sofort in eine 5 Gew.-% wassrige H,SO,-Ldsung getaucht, um das Festwerden fiir 5
min bei 4°C zu ermdglichen. Die so erhaltenen Membrane wurden mit flieRendem Wasser gewaschen und an
der Luft auf einer Glasplatte bei Raumtemperatur getrocknet.

BEISPIEL 13

XET VERMITTELTER EINBAU VON SULFO-RHODAMIN MODIFIZIERTEN XYLOGLUCAN-OLIGOSAC-
CHARIDEN (XGO-SR) IN XYLOGLUCAN IN LOSUNG

[0112] Das Fluorophor Sulfo-Rhodamin wurde chemisch in das reduzierende Ende von Xyloglucan-Oligosac-
chariden eingebaut, um XGO-Rhodamin herzustellen, wie in dem Beispiel 8. A beschrieben wurde. Ein Ge-
misch (4 ml) von Xyloglucan (XG, 0,5 mg/ml), XGO-Rhodamin (0,5 mg/ml) und XET (0,025 mg/ml) in Ammo-
niumacetatpuffer (50 mM, pH-Wert 5,5) wurde bei Raumtemperatur (22°C) fur 10 min inkubiert. Die Reaktion
wurde durch das Eluieren des Reaktionsgemisches durch eine HiTrap SP FF-Saule (Amersham Bioscience,
Schweden) zur Entfernung des XET-Enzyms beendet. Etwa 25% des zugegebenen Enzyms wurde mit
XGO-Rhodamin modifiziert, wie durch die kolorimetrische Analyse von Kooiman [Kooiman P (1960), Recl Trav
Chim Pay-Bas, 79, 675-678] bestimmt wurde.

BEISPIEL 14

XET VERMITTELTER EINBAU VON FLUORESCEIN MODIFIZIERTEN XYLOGLUCAN-OLIGOSACCHARI-
DEN (XGO-FITC) IN XYLOGLUCAN IN LOSUNG

[0113] Fluorescein-Isothiocyanat Isomer | wurde chemisch in das reduzierende Ende von Xyloglucan-Oligo-
sacchariden eingebaut, um XGO-FITC herzustellen, wie in dem Beispiel 10 beschrieben wurde. Die Wirkungen
der Konzentration des XET-Enzyms und der Reaktionszeit auf den Einbau von XGO-FITC in Xyloglucan in L6-
sung wurde analysiert, wie nachfolgend beschrieben wird.

a. Zeitabhangigkeit

[0114] Proben, die ein Gemisch (200 pyl Gesamtvolumen) von Xyloglucan (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5
mg/ml) und XET (8 Einheiten) in Citratpuffer (20 mM, pH-Wert 5,5) enthielten, wurden bei 30°C fur 5, 10, 20,
40, 60, 120, 180, 300 und 360 min inkubiert. Zum gegebenen Zeitpunkt wurde jede Reaktion durch das Erhit-
zen auf 75°C fur 5 min beendet. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden 400 pl Ethanol zugegeben
und das Gemisch wurde bei 12000 g fir 5 min bei 4°C zentrifugiert, um das modifizierte und nicht modifizierte
XG zu prazipitieren, wahrend das XGO-FITC in Lésung blieb. Sowohl das Prazipitat als auch der Uberstand
wurden unter Vakuum getrocknet und erneut getrennt in je 200 pl Wasser geléost. 0,019; 0,025; 0,031; 0,035;
0,038; 0,041; 0,042; 0,043; 0,044 mg XGO-FITC wurden jeweils in das reduzierende Ende von Xyloglucan in
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den 5, 10, 20, 40, 60, 120, 180, 300 und 360 min-Proben eingebaut, wie durch die UV-Absorption bei 495 nm
der erneut geldsten Prazipitatldésung bestimmt wurde, wobei eine Standardkurve verwendet wurde, die von
XGO-FITC-Lésungen mit einer steigenden Konzentration abgeleitet wurde. Die Ergebnisse werden in Fig. 5
aufgezeichnet.

b. Enzymabhéangigkeit

[0115] Ein Gemisch (200 pyl Gesamtvolumen) von Xyloglucan (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) in Citrat-
puffer (20 mM, pH-Wert 5,5) wurde mit abnehmenden Mengen von XET (32,0; 16,0; 14,4; 12,8; 9,6; 6,4; 4,8;
3,2; 1,6 und 0,8 Einheiten) bei 30°C fiir 40 min inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Reaktionsgemische
genauso behandelt, wie in Beispiel 13b beischrieben wurde. Unter Verwendung dieses Verfahrens wurde ge-
zeigt, dass 0,042; 0,038; 0,038; 0,037; 0,034; 0,031; 0,027; 0,022; 0,015 und 0,009 mg XGO-FITC in das re-
duzierende Ende von Xyloglucan in den Proben, die jeweils 32,0; 16,0; 14,4; 12,8; 9,6; 6,4; 4,8; 3,2; 1,6 und
0,8 Einheiten des XET-Enzyms enthielten, eingebaut wurden. Die Ergebnisse werden in Fig. 6 aufgezeichnet.

BEISPIEL 15

ADSORPTION VON SULFO-RHODAMIN MODIFIZIERTEN XYLOGLUCANEN AUF ZELLULOSEMATERIA-
LIEN

[0116] Zellulosehaltige Materialien (0,1 g Munktell-Filterpapierstreifen) wurden in die L6sung getaucht, die
das Rhodamin modifizierte XG enthielt (4 ml, hergestellt gemafls dem Verfahren in Beispiel 10), und wurden
Ubernacht (ca. 15 Stunden) in einem End-Over-End-Mixer bei Raumtemperatur geschuttelt. Das Binden von
XG an die zellulosehaltigen Fasern (11,4 mg XG/g Zellulose) wurde durch den Riickgang von XG aus der L6-
sung analysiert, wie durch das kolorimetrische Verfahren von Kooiman bestimmt wurde. Das zellulosehaltige
Material wurde anschlieend aus der urspriinglichen Losung entfernt und wiederholt mit ultrareinem Wasser
in einem End-Over-End-Mixer gewaschen, um uberschiussiges XGO-Rhodamin zu entfernen. Nach dem inten-
siven Waschen wurde die Adsorption von Rhodamin-XG auf der Zellulose ebenfalls als eine intensive rosa Far-
bung unter Umgebungslicht und als eine starke Fluoreszenz unter UV-Licht beobachtet. Kontrollproben, die
unter identischen Bedingungen behandelt wurden, die aber nur unmodifiziertes Xyloglucan und XGO-SR ent-
hielten, waren nach dem Waschen farblos.

BEISPIEL 16

XET VERMITTELTER EINBAU VON CHEMISCH MODIFIZIERTEN XYLOGLUCAN-OLIGOSACCHARIDEN
IN XYLOGLUCAN. DAS ZUVOR AN ZELLULOSEFASERN ANGELAGERT WURDE

[0117] XG (0,5 mg/ml) wurde mit zellulosehaltigen Fasern Ubernacht (15 h, leichtes Mischen im
End-Over-End-Mixer) inkubiert, um zunachst das XG an die Zellulose anzulagern. Die XG-Zellulose wurde an-
schlielend mit einem Gemisch von XGO-Rhodamin (0,1 mg/ml) und XET (0,025 mg/ml) in einem 50 mM Am-
moniumacetatpuffer, pH-Wert 5,5 behandelt. Nach dem Mischen in einem End-Over-End-Mixer bei Raumtem-
peratur fur 4 Stunden wurde die Probe intensiv mit ultrareinem Wasser gewaschen. Der kovalente Einbau der
fluoreszierenden Oligosaccharide wurde durch eine starke rosa Farbung auf den Zellulosefasern nachgewie-
sen, die ebenfalls eine starke Fluoreszenz unter UV-Licht zeigten.

BEISPIEL 17

ADSORPTION VON FLUORESCEIN MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-FITC) AUF ZELLULOSEHALTI-
GEM PAPIER

a. Ein Gemisch (4 ml Gesamtvolumen) von Xyloglucan (XG, 0,5 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) und XET
(0,025 mg/ml) in Ammoniumacetatpuffer (25 mM, pH-Wert 5,5) wurde bei Raumtemperatur (22°C) fur 10
min inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Eluieren des Reaktionsgemisches durch eine HiTrap SP
FF-Saule (Amersham Bioscience, Schweden) zur Entfernung des XET-Enzyms beendet. Zellulosehaltiges
Material (0,1 g Whatman Nr. 1 Filterpapierstreifen) wurden anschlieRend in die Ldsung eingetaucht und in
einem End-Over-End-Mixer fir 15 Stunden bei Raumtemperatur geschiuttelt. Die Bindung von XG an die
zellulosehaltigen Fasern (12,6 mg XG/g Zellulose) wurde durch den Riickgang von XG aus der Lésung ana-
lysiert, wie durch das kolorimetrische Verfahren von Kooiman bestimmt wurde. Das zellulosehaltige Mate-
rial wurde anschlieRend aus der urspriinglichen Lésung entfernt und wiederholt mit ultrareinem Wasser in
einem End-Over-End-Mixer gewaschen, um Uberschissiges XGO-FITC zu entfernen. Die Adsorption von
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XG-FITC auf der Zellulose wurde als eine intensive rosa Farbung unter Umgebungslicht und als eine starke
Fluoreszenz unter UV-Licht beobachtet. Kontrollproben, zu denen kein XET-Enzym zu der
XG/XGO-FITC-L6sung zugegeben wurden, waren nach dem Waschen farblos und zeigten keine Fluores-
zenz.

b. Ein Gemisch (200 pl) von Xyloglucan (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) und XET (8 Einheiten) in
Citratpuffer (20 mM, pH-Wert 5,5) wurde bei 30°C fir 60 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Erhit-
zung auf 75°C fir 5 min beendet. 100 pl dieser Losung wurden in ultrareinem Wasser auf 500 pl verdiinnt
und zellulosehaltiges Material (Whatman Nr. 1 Filterpapierscheiben, 1,5 cm Durchmesser, 15,4 mg) wurde
in die Lésung eingetaucht, gefolgt durch das Schutteln in einem End-Over-End-Mixer fur 15 Stunden bei
Raumtemperatur. Das Filterpapier wurde anschlieend entfernt und mit ultrareinem Wasser (2 x 1 ml) ge-
waschen. Die Menge des XGO-FITC, die in XG eingebaut wurde und anschlieRend an das Filterpapier ge-
bunden wurde (0,0232 mg), wurde durch den Rickgang von XGO-FITC aus der Lésung (einschlief3lich der
Waschldsung) analysiert, wie durch die Adsorption bei 495 nmin 0,1 M Natriumbicarbonat gegen eine Stan-
dardkurve von XGO-FITC bestimmt wurde. Um die Menge des FITC modifizierten Xyloglucans (XG-FITC)
auf der Papieroberflache direkt zu quantifizieren, wurde das Papier sowohl mit einer CCD-Kamera wahrend
einer Fluoreszenzanregung (Fuijifilm Imager) und mit einem Desktop-Scanner abgebildet. Man konnte zei-
gen, dass die Intensitat des blauen Kanals eine lineare Korrelation mit der Menge des auf dem Papier ad-
sorbierten XG-FITC zeigte, wenn es in einem Fullcolor RGB Modus gescannt wurde. Des weiteren konnte
gebundenes XG-FITC von dem Papier mit 2 M wassriger NaOH extrahiert und anschlieRend durch eine
UV-Adsorption bei 495 nm in 0,1 M Natriumbicarbonat quantifiziert werden. Man konnte zeigen, dass die
Behandlung von XG-FITC mit 2 M NaOH keine Wirkung auf die UV-Adsorption oder der Fluoreszenzemis-
sion und dem Spektrum der Anregung der Verbindung hatte. Die Bilder der konfokalen Mikroskopie zeigten,
dass das Fluorophor spezifisch auf der Faseroberflache lokalisiert war, und wiesen nach, dass das Signal
trotz der Porositat des Materials deutlich detektierbar war.

[0118] Ein Bild einer konfokalen Fluoreszenzmikroskopie eines XG-FITC behandelten Papiers wird in Eig. 7
gezeigt. Die hellen Bereiche deuten auf eine hohe relative Intensitat der Fluoreszenz hin und die dunklen Be-
reiche deuten auf eine niedrigere relative Intensitat der Fluoreszenz hin.

BEISPIEL 18

ADSORPTION VON SULFO-RHODAMIN MODIFIZIERTEM (XG-SR) UND FLUORESCEIN MODIFIZIERTEM
(XG-FITC) XYLOGLUCAN AUF ZELLULOSEMEMBRANEN

a. Regenerierte Zellulosemembranen (0,05 g) wurden in eine Lésung getaucht, die das Sulfo-Rhodamin
modifizierte XG (XG-SR, 4 ml, hergestellt gemal dem Verfahren in Beispiel 13) enthielt, und wurde fur 15
Stunden in einem End-Over-End-Mixer bei Raumtemperatur geschuttelt. Das Binden von XG-SR an die re-
generierte Zellulosemembran wurde durch den Rickgang von XG-SR aus der Lésung auf 0,3 mg/g be-
stimmt, wobei das kolorimetrische Verfahren von Kooiman verwendet wurde. Das zellulosehaltige Material
wurde anschlielfend aus der urspriinglichen Lésung entfernt und wiederholt mit ultrareinem Wasser in ei-
nem End-Over-End-Mixer gewaschen, um das Uiberschiissige XGO-Rhodamin zu entfernen. Die Adsorpti-
on von XG-Rhodamin auf der Zellulose wurde als eine intensive rosa Farbung unter Umgebungslicht und
als eine starke Fluoreszenz unter UV-Licht beobachtet. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass
XG-SR auf den Membranoberflachen lokalisiert war.

b. Ein Gemisch (200 pl) von Xyloglucan (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) und XET (2 pyg) in Citratpuffer
(20 mM, pH-Wert 5,5) wurde bei 30°C fir 40 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Erhitzen auf 75°C
fur 5 min beendet. Die regenerierten Zellulosemembrane (0,05 g) wurden in die Lé6sung getaucht. Die Men-
ge des XGO-FITC, die in XG eingebaut wurde und anschlieRend an die Membran gebunden wurde, wurde
durch den Riickgang von XGO-FITC aus den Lésungen (einschlief3lich der Waschlésungen) analysiert, wie
durch die UV-Adsorption bei 495 nm in 0,1 M Natriumbicarbonat gegen eine Standardkurve von XGO-FITC
bestimmt wurde. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass XG-FITC ausschlief3lich auf den Memb-
ranoberflachen gebunden war.

BEISPIEL 19
HERSTELLUNG VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,)
[0119] Eine typische Reaktion bestehend aus 10 mg Xyloglucan der Tamarindus indica, 3,75 mg Amino-mo-

difizierte Xyloglucan-Oligosaccharide (Gemisch von XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH,, XLLG-NH,, herge-
stellt geman Beispiel 8) und 182 Einheiten XET (49 ug Protein, Bradford-Assay) wurden in 20 mM Citratpuffer,
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pH-Wert 5,5, fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Das Enzym wurde durch das Erhitzen auf 75°C fiir zehn Minu-
ten deaktiviert. Die kolorimetrische Analyse von Sulova et al. (1995), Anal Biochem 229, 80-85, zeigte typi-
scherweise eine Veranderung von 0,4 Einheiten der optischen Dichte bei 620 nm nach der Inkubation, was
vergleichbar mit dem war, wenn XGO-FITC als ein Substrat unter ahnlichen Bedingungen verwendet wurde.

BEISPIEL 20

ADSORPTION DES AMINO-MODIFIZIERTEN XYLOGLUCANS (XG-NH,)AUF ZELLULOSEHALTIGEM PA-
PIER

[0120] Amino-modifiziertes Xyloglucan (XG-NH,, hergestellt, wie in Beispiel 19 beschrieben wurde) wurde 1:1
mit Wasser verdinnt und mit einem Blatt Filterpapier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg) in einem
Glassgefald Ubernacht bei Raumtemperatur unter kreisférmigen Schiitteln inkubiert. Das Papier wurde intensiv
mit ultrareinem Wasser gewaschen. Typischerweise wurden 70 bis 80% des Aminomodifizierten Xyloglucans
an das Papier adsorbiert, wie durch das kolorimetrische Verfahren von Kooimann bestimmt wurde. Der Gehalt
der Aminogruppen auf dem Papier wurde mit Ninhydrin quantifiziert, wie von Sarin et al. (1981), Anal Biochem
17, 147-157, beschrieben wurde, was typischerweise 70-80 nmol der nachgewiesenen Aminogruppen pro
Blatt des Papiers ergab.

BEISPIEL 21
REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN

DER OBERFLACHE VON ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT FLUORESCEIN-ISO-
THIOCYANAT

[0121] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit Fluorescein-Isothiocyanat, Isomer | (0,6 mg) in 500 pl 0,1 M NaHCO,
Ubernacht bei Raumtemperatur in GlasgefalRen unter kreisférmigen Schitteln inkubiert. Das Papier wurde in-
tensiv mit 0,1 M NaHCO, und ultrareinem Wasser gewaschen. Papier, das in dieser Weise behandelt wurde,
erschien intensiv gelb unter Umgebungslicht und zeigte eine starke Fluoreszenz. Der Grad der Modifikation
wurde quantifiziert, wie in Beispiel 17 b dargestellt wurde. Kontrollproben des Papiers, die in der gleichen Wei-
se behandelt wurden, denen aber kein XG-NH, zugegeben wurde, waren farblos und zeigten keine Fluores-
zenz.

[0122] Ein Foto von dem Ergebnis des Einbaus von Fluorescein in das Papier, das mit XG-NH, behandelt und
mit FITC umgesetzt wurde, wird in Eig. 8 gezeigt. Die linke Filterscheibe, die dunklere, lied man mit FITC rea-
gieren, wohingegen die rechte Filterscheibe identisch zu der linken behandelt wurde, auer dass kein XG-NH,
vor der Reaktion mit FITC gebunden wurde. Von Eig. 8 wird deutlich, dass das FITC an der Filterscheibe ge-
bunden ist.

BEISPIEL 22

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT ESSIGSAURE

[0123] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit 3,75 mM Essigsaureanhydrid und 11 mM Triethylamin in 2 ml was-
serfreies Methanol Ubernacht bei Raumtemperatur in Glasgefaflen unter kreisférmigen Schiutteln inkubiert.
Das Papier wurde anschlieRend mit Methanol gewaschen, gefolgt von einem Uberschuss an Wasser. Die Men-
ge der Aminogruppen, die durch den quantitativen Ninhydrin-Assay [Sarin et al. (1981), Anal Biochem 117,
147-157] nachgewiesen wurde, nahm um 84% im Vergleich zu einer Kontrollprobe ab. Acetyliertes Papier, das
auf dieser Weise hergestellt wurde, wurde ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt,
die in Beispiel 20 dargestellt wurde, und wurde gemalf Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass
100% der Aminogruppen im Vergleich zu einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wur-
den.
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BEISPIEL 23

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT PHENYLISOCYANAT

[0124] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit einer 1 M Phenylisocyanat-Lésung in Methanol (2 ml) Gbernacht bei
Raumtemperatur in Glasgefaflen unter kreisformigen Schiutteln inkubiert. Das Papier wurde anschlief3end mit
Methanol (3 x 5 ml, in GefaRen) gewaschen, gefolgt von einem Uberschuss (1 L, auf einer Glasfritte) von Was-
ser. Die Menge der Aminogruppen, die durch den quantitativen Ninhydrin-Assay [Sarin et al. (1981), Anal Bio-
chem 117, 147-157] nachgewiesen wurde, nahm um 70% im Vergleich zu einer Kontrollprobe, ab. Papier, das
auf dieser Weise hergestellt wurde, wurde ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt,
die in Beispiel 20 dargestellt wurde, und wurde gemalf Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass
64% der Aminogruppen im Vergleich zu einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wur-
den.

BEISPIEL 24

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT ALKENYLBERNSTEINSAUREANHYDRID (ASA)
IN DIMETHYLSULFOXID DMSO

[0125] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit einer 4 mM ASA-Lésung in DMSO (2 ml) Gbernacht bei Raumtem-
peratur in Glasgefaflen unter kreisférmigen Schutteln inkubiert. Das Papier wurde zweimal mit 10 ml 2-Propa-
nol, zweimal mit 10 ml Methanol und zweimal mit 10 ml Wasser in dem Gefall und anschlieBend mit 1 L gerei-
nigtem Wasser auf einer Glasfritte gewaschen. Die Menge der nachgewiesenen Aminogruppen nahm um 63%
im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollprobe ab. Papier, das auf dieser Weise hergestellt wurde, wurde
ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt, die in Beispiel 21 dargestellt wurde, und wur-
de gemal Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass 63% der Aminogruppen im Vergleich zu
einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wurden.

BEISPIEL 25

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYIOGLUCAN (XG-NH,)DAS AN DER OBERFLACHE VON ZEL-
LULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT BERNSTEINSAUREANHYDRID IN METHANOL (Me-
OH)

[0126] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit einer 1,5 M Bernsteinsaureanhydrid-Lésung in wasserfreiem Metha-
nol (2 ml) tbernacht bei Raumtemperatur in Glasgefaflen unter kreisférmigen Schutteln inkubiert. Das Papier
wurde zweimal mit 10 ml Methanol, zweimal mit 10 ml gereinigtem Wasser in dem Gefaf und anschlieRend
mit 1 L gereinigtem Wasser auf einer Glasfritte gewaschen. Die Menge der nachgewiesenen Aminogruppen
nahm um 48% im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollprobe ab. Papier, das auf dieser Weise hergestellt
wurde, wurde ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt, die in Beispiel 21 dargestellt
wurde, und wurde geman Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass 38% der Aminogruppen im
Vergleich zu einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wurden.

BEISPIEL 26

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT N-CINNAMOYL-IMIDAZOL

[0127] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit 1 M N-Cinnamoyl-Imidazol in Dimethylsulfoxid (2 ml) Gbernacht bei
Raumtemperatur in Glasgefaflen unter kreisformigen Schiutteln inkubiert. Das Papier wurde anschlief3end mit
2-Propanol (2 x 5 ml), Methanol (2 x 5 ml) und einem Uberschuss von Wasser (1 L) gewaschen. Die Menge
der Aminogruppen, die durch den quantitativen Ninhydrin-Assay [Sarin et al. (1981), Anal Biochem 117,
147-157] nachgewiesen wurde, nahm um 65% im Vergleich zu einer Kontrollprobe ab. Papier, das auf dieser
Weise hergestellt wurde, wurde ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt, die in Bei-
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spiel 21 dargestellt wurde, und wurde geman Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass 84% der
Aminogruppen im Vergleich zu einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wurden.

BEISPIEL 27

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT BROM-ISOBUTTERSAURE

[0128] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit einer Losung, die 1 M Brom-Isobuttersdure und 1 M 1-Ethyl-3-(3-di-
methylaminopropyl)carbodiimid enthielt, in MeOH (2 ml) Gbernacht bei Raumtemperatur in GlasgefalRen unter
kreisférmigen Schitteln inkubiert. Das Papier wurde mit Methanol (2 x 10 ml) und ultrareinem Wasser (2 x 10
ml) in dem Gefall und anschlieRend mit 1 L ultrareinem Wasser auf einer Glasfritte gewaschen. Die Menge der
nachgewiesenen Aminogruppen nahm um 50% im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollprobe ab. Papier,
das auf dieser Weise hergestellt wurde, wurde ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umge-
setzt, die in Beispiel 21 dargestellt wurde, und wurde gemaf Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde,
dass 79% der Aminogruppen im Vergleich zu einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt
wurden.

BEISPIEL 28

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR MIT BIOTIN-3-SULFO-N-HYDROXYCUCCINIMIDES-
TER (SUCCINIMIDYL-BIOTIN)

[0129] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit einer Lésung, die 180 pyM Succinimidyl-Biotin-Lésung in 10 mM
NaHCO, (2 ml) enthielt, Gbernacht bei Raumtemperatur in Glasgefa3en unter kreisférmigen Schutteln inku-
biert. Das Papier wurde viermal mit 10 ml gereinigtem Wasser in dem Gefald und anschliefend mit 1 L gerei-
nigtem Wasser auf einer Glasfritte gewaschen. Die Menge der nachgewiesenen Aminogruppen nahm um 71%
im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollprobe ab. Papier, das auf dieser Weise hergestellt wurde, wurde
ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat in eine Weise umgesetzt, die in Beispiel 21 dargestellt wurde, und wur-
de gemal Beispiel 17 b quantifiziert, wodurch gezeigt wurde, dass 57% der Aminogruppen im Vergleich zu
einer Kontrolle aus nicht modifiziertem Amino-Papier umgesetzt wurden.

[0130] Das biotinylierte Papier und eine Kontrollprobe wurde tibernacht mit 500 pl einer 0,1% BSA-Lésung
mit einem End-Over-End-Mixer inkubiert, um eine unspezifische Bindung von Proteinen an das Papier zu blo-
ckieren. Das Papier wurde zweimal mit 1 ml Wasser gewaschen und mit 10 ug Streptavidin-alkalische Phos-
phatase-Konjugat in 100 mM Tris, pH-Wert 9,5 fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Papier wurde
viermal mit 1 ml des gleichen Tris-Puffers gewaschen. Das Papier wurde anschlielend mit 18 ug 5
Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat/Nitro blue (BCIP/NBT) in 320 pl Tris-Puffer, pH-Wert 9,5 fir 5 min inkubiert.
Das Papier wurde anschlieRend zweimal mit 20 pl gereinigtem Wasser gewaschen und getrocknet. Das Papier
wurde fur eine Bildanalyse nach dem Scannen auf einem Desktop-Bild-Scanner verwendet. Das sichtbare
blaue Papier war 40% starker gefarbt als die Kontrolle, das nicht biotinylierte Amino-Papier.

BEISPIEL 29

REAKTION VON AMINO-MODIFIZIERTEM XYLOGLUCAN (XG-NH,), DAS AN DER OBERFLACHE VON
ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER ADSORBIERT WAR, MIT y-THIOBUTYROLACTON

[0131] Zellulosehaltiges Papier (Whatman Nr. 1, 1,5 cm Durchmesser, 15 mg), das hergestellt wurde, wie in
Beispiel 20 beschrieben wurde, wurde mit y-Thiobutyrolacton (87 pl, 1 mol) in einem Gemisch von Ethanol
(98%, 500 pl) und einer wassrigen Losung von Natriumbicarbonat (0,1 M, 500 pl) Gbernacht bei Raumtempe-
ratur in Glasgefallen unter kreisformigen Schitteln inkubiert. Das Papier wurde zweimal mit 5 ml einer wass-
rigen Losung von 0,1 M Natriumbicarbonat und schlief3lich mit etwa 1 L reinem Wasser gewaschen. Die Menge
der nachgewiesenen Aminogruppen nahm um 52% im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollprobe ab.

[0132] FEig.9 zeigt die relativen Mengen von Aminogruppen auf der Oberflache von XG-NH,-modifiziertem

zellulosehaltigen Papier nach der Behandlung mit verschiedenen aminoreaktiven Reagenzien. Hellgraue Sau-
len betreffen die Bestimmung mittels der quantitativen Ninhydrin-Analyse, wohingegen die dunkelgrauen Sau-
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len die Quantifizierung durch die Reaktion mit FITC, gefolgt durch eine quantitative Bildanalyse, betreffen.
Fig. 10 zeigt die Reaktivitat von Papier mit und ohne Modifikation durch XG-NH, gegentber FITC. Der "Leer-
wert" ist ein im Handel erhéaltliches Filterpapier, das mit FITC behandelt wurde, "XGN" ist ein im Handel erhalt-
liches Filterpapier, das mit XG-NH,, gefolgt von FITC behandelt wurde; "1" ist ein im Handel erhaltliches Filter-
papier, das mit XG-NH,, gefolgt von Essigsaureanhydrid und anschlieBend mit FITC behandelt wurde.

BEISPIEL 30

REAKTION VON SULFO-RHODAMIN-METHANTHIOSULFONAT MIT DEN THIOL-GRUPPEN, DIE AUF
DER OBERFLACHE VON ZELLULOSEHALTIGEM PAPIER EINGEBRACHT WURDEN

[0133] Die Halfte des trockenen zellulosehaltigem Papier (7,7 mg), das hergestellt wurde, wie in Beispiel 29
beschrieben wurde, wurde mit 2 ml 10 mM Dithiothreitol (DTT) in einer wassrigen Lésung von 0,1 M NaHCO,
unter Argon in einem Glasgefal fiir 2 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln behandelt. Nachdem das Papier
dreimal mit 2 ml entgastem, ultrareinem Wasser unter Argon gewaschen wurde, wurde 1 ml 1 mM Sulfo-Rho-
damin-Methanthiosulfonat in einer Lésung von DMSO/H,O (1:9) zugegeben und man liefl die Reaktion fiir 2
Stunden unter gelegentlichen Rihren ablaufen. Das Papier wurde mit DMSO gewaschen, um das nicht umge-
setzte Sulfo-Rhodamin-Methanthiosulfonat zu entfernen, mit ultrareinem Wasser gewaschen und getrocknet.

[0134] Das Papier zeigte eine intensive rosa Farbung unter Umgebungslicht und eine starke Fluoreszenz un-
ter UV-Licht, wahrend das leere Papier, das in der gleichen Weise behandelt wurde, farblos war. Die Halfte des
rosafarbenen Papiers (ca. 3 mg) wurde mit 500 yl 10 mM Dithiothreitol (DTT) in einer wassrigen Lésung von
0,1 M NaHCO, erneut behandelt, um das Disulfid gebundene Sulfo-Rhodamin-Methanthiosulfonat von der Pa-
pieroberflache zu entfernen. Die Lésung des Uberstands wurde mittels UV-Adsorption bei 565 nm quantifiziert.
Das Papier wurde 3 mal mit 1 ml entgastem Wasser unter Argon gewaschen und man lie® es erneut mit 1 ml
1 mM Sulfo-Rhodamin-Methanthiosulfonat in einer Lésung eines DMSO/H,O (1:9)-Gemisches flir 2 Stunden
unter gelegentlichen Ruhren reagieren. Nach dem Waschen mit DMSO und Wasser zeigte das Papier erneut
eine intensive rosa Farbung unter Umgebungslicht und eine starke Fluoreszenz unter UV-Licht, wahrend das
leere Papier, das in der gleichen Weise behandelt wurde, farblos war.

[0135] FEia. 11 zeigt das Ergebnis einer Reaktion von thioliertem Papier mit Sulfo-Rhodamin-Methanthiosul-
fonat. Die Proben auf der linken Seite zeigen in jeder Reihe XG-NH,-behandeltes Papier, wahrend solche auf
der rechten Seite XG-NH,-behandelts Papier zeigen, das anschlieend mit Thiobutyrolacton behandelt wurde,
um eine Thiol (-SH)-Gruppe einzubringen. Obere Reihe: Proben nach der Behandlung mit Sulfo-Rhoda-
min-Methanthiosulfonat. Mittlere Reihe: Anteile von Proben aus der oberen Reihe nach dem Waschen mit der
DTT-L6ésung. Untere Reihe: DTT gewaschene Proben, die man erneut mit Sulfo-Rhodamin-Methanthiosulfonat
reagieren liel3.

BEISPIEL 31

RADIKALE POLYMERISIERUNG DURCH ATOMTRANSFER UNTER VERWENDUNG EINES GEBUNDE-
NEN INITIATORS MIT XG AUF DER OBERFLACHE VON ZELLULOSEHALTIGEM MATERIAL

[0136] Die radikale Polymerisierung durch Atomtransfer von Zellulosepapieroberflachen bei Umgebungstem-
peratur wurde beschrieben [Carlmark und Malstrém, 1002, J Am Chem Soc 124: 900-901], wenn jedoch grof3e
Ladungsmengen des Initiators verwendet werden, ist die Integritat des Papiers stark gefahrdet. Wir haben die
gleiche Polymerisierungsreaktion mit einem Initiator durchgefihrt, der auf der Zelluloseoberflache uber Xylo-
glucan immobilisiert war, wie in Beispiel 27 beschrieben wurde, ein Verfahren, das groRe Mengen des Initiators
auf der Papieroberflache ohne die Degradation der Papierstruktur ergab. Das aufgepfropfte Kopolymer, das so
hergestellt wurde, zeigte eine dramatisch verstarkte Faser-Polymer-Bindung im Vergleich zu den Kontrollpro-
ben, bei dem der Initiator nicht auf der Faseroberflache gebunden war.

[0137] Obwohl die Erfindung mit Bezug auf ihre bevorzugten Ausflihrungsformen beschrieben wurde, welche
die besten Verfahren darstellen, die den Erfindern zur Zeit bekannt sind, sollte es selbstverstandlich sein, dass
verschiedene Veranderungen und Modifikationen gemacht werden kénnen, die dem Fachmann offensichtlich
sein werden, ohne den Umfang der Erfindung, wie er in den hierin beigefigten Anspriichen dargelegt wurde,
zu verlassen.
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<170>
<210>
<211>
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<213>
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<400> 1
atggetgttt
ct 60

gtaatggcaa
ca 120

acttgggctt
te 180

gacaaataca
gt 240

atgcacataa
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tcgactaaca
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ccagtaatat
te 4290

tatctctggt
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caaattgtat
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tegaccctte
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gtgggctcte

gaaagccatt

gaagcaactc

gtttcaatcg

tggtgatace

cgagatagat
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ta 540
ggagtacgtt tcccattcaa
ac 600 '

gattgggcca cgagaggagg
ct 660

tcctacagag gattccacat
ct 720

acccaaggece
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gcatgtagtg

cgtcgectca aatgggtecyg

ca 840
aggttcccag ttatgecage
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888
DA

<400> 2
atggetgttt cagtetttaa
gt 60

ttggttagtt cagctaagtt
tt 120

gcttatgaag gagagcttet
aa 180

tccaaaagca agtatatgtt
at 240

tctgetggaa ctgttactge
tt 300

gattttgagt ttcttggcaa
tt 360

gttaatggcg taggtcacaa

ccaaccgatg aagctatact
gctagagaaa accaattggg
cgacggc£gc caagcttetg
ggatcagaat gagttccgtg
catgaaatgg accatctaca

cgaatgtaga agggacagag

Populus tremula x tremuloides Mich.

gatggtgggt ttctttgttg
tgacgagctc tttcaaccaa
caggctcaag cttgataatt
tggaaaagta acagtacaaa
tttctatatg teatctgagg
cascacagga gaaccttact

agaacasaga ctgaaccttt

27142

cgagectttyg gaacgety

) ctaatgcacce cttcatag

tggaggccaa gtactgtg

atcttgatge cgaacaat

actactgtac cgaccgta

acgtg

gtttecttet aattgtgg
gttgggctct.tgatcact
attctggtge tggattte
taaagcttgt agagggtyg
gtccatacca caacgagt
tggttcaaac caatgtat

ggtttgacec taccaagg
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éctccttact
tgcataccaa
acagctcaat
ggagtcatge
cagtatcagt
actggtggga
gggtgaaggc

ctcctctaga

ttggaaccag

tatggaaaac

atggaatgca

accctttgtt

agctgcagcet

tgaacctacg

taaccacatg

gtgcctgeas

cgeeaagttyg
aaaggaatte
gatgattggg
gcctectata
gataatgcta
ttgtetgage
gtctacgact

cacagcecace

tgtttctagt

cttttecaaa
ctacacaagg
aaggatttga
agaaatgtag
tcaatgegea
actgcagcga

gccaccac

tggttatggt

ssaésasa
ggaccaag
tggecgtyg
aattgatg
cagcagtg
cecagagee

cactgcta

atctggaa

atggctgetg cttatcegtg gactettgttt cttggeatge
ca 60 ’

atgggagctg ccctgaggaa gecagtggat gtagegtteg gtaggaacta tgttocta

ca 120

tgggctttty accacattaa gtacttcaat ggaggcaatg
at 180

agattcagect gcacttgg

aaatacacag gtactggttt ccaatcasaa ggttcatact tatttggcca tttcagta

tg 240

caaatgaagt tggttcctgg tgactcagct ggaacagtca ctgcotttcta tectatect
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agcatgacga gatagacttt
agacaaatgt tttcacagga
acccaaccaa ggaattccac
tcgtggatga cgtgcecaate

cattcaacca gccaatgaag

gagttcttag

ggcaaggggyg

tactattctg

agagtgttca

atctactcaa

gaaacaggac

atagagaaca

tcectetggaa

agaactggaa

gcctatggaa

tggccage

gaggattt

catgtaca

agatttgg

tgccgatg

at 600

aggcaccgtt cattgcet

tgggctacca ggggtggact cgagaagaca gactggteca
ce 660 '

tacaggagct tccacataga tgggtgcgag gectccgtgg aagccaagtt ctgcgeca

ca 720
ccagtaca

ttccaagate tggatgeett

cagggtgcta gatggtggga ccagaaggag

ag 780
tagatcaa

atctacaatt actgcactga

aggctcagct gggtccgeca gaaatatace

ga B840
ta

-taccetteoaa tgeoeccecaga atgeaagaga gacagagaca

882

Patentanspriiche
1. Verfahren zur Modifizierung eines polymeren Kohlenhydratmaterials (PCM), wobei das Verfahren einen
Schritt umfasst, wo eine chemische Gruppe mit einer gewlinschten Funktionalitat an das Kohlenhydratmaterial
mit Hilfe eines Kohlenhydrat-Bindemolekiils (CLM), umfassend die chemische Gruppe und ein l6sliches Koh-

lenhydratpolymer (SCP), das eine Hemizellulose umfasst, gebunden wird, wobei das Bindemolekil geeignet
ist, an das PCM zu binden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das zu modifizierende PCM aus einer Pflanze abgeleitet ist, die aus
der Gruppe bestehend aus einer monokotylen Pflanze und einer dikotylen Pflanze ausgewahlt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die monokotyle Pflanze eine Pflanze der Familie Gramineae ist.
4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die dikotyle Pflanze aus der Gruppe bestehend aus angiospermen
Pflanzen (Hartholz), zapfentragenden Pflanzen (Weichholz) und Pflanzen, die der Familie Gossypium ange-

horen, ausgewahlt ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, wobei das PCM die Form von zellulosehaltigen Pflanzenfa-
sern besitzt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, wobei das PCM in Form von zellulosehaltigen Mikrofibrillen
vorliegt, die aus zellulosehaltigen Pflanzenfasern oder einer Bakterie abgeleitet sind.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, wobei das SCP Xyloglucan ist.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7, wobei die chemische Gruppe mit einer gewlinschten Funkti-
onalitat aus der Gruppe bestehend aus einer ionischen Gruppe, einer hydrophoben Gruppe, einer ungelade-
nen hydrophilen Gruppe, einer reaktiven Gruppe, einem Nucleophil, einem polymerisierbaren Monomer, einer
chromophorischen Gruppe, einer fluorophorischen Gruppe, Biotin, einem radioaktiven Isotop, einem radikali-
schen Precursor, einer stabilen radikalischen Gruppe, einem Protein und einem proteinbindenden Mittel aus-
gewabhlt ist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die chemische Gruppe eine Amingruppe ist.
10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die chemische Gruppe ein radikalischer Precursor ist.
11. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die chemische Gruppe eine stabile radikalische Gruppe ist.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die chemische Gruppe ein Monomer fiir
eine Polymerisationsreaktion ist.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die chemische Gruppe ein Initiator fur
radikalische Polymerisation ist.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, wobei das erhaltene, modifizierte, polymere Kohlenhydrat-
material, relativ zum nicht-modifizierten Material, veranderte Oberflacheneigenschaften besitzt.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-14, wobei das erhaltene, modifizierte, polymere Kohlenhydrat-
material, relativ zum nicht-modifizierten Material, veranderte Starkeeigenschaften besitzt.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-15, wobei das erhaltene, modifizierte, polymere Kohlenhydrat-
material, relativ zum nicht-modifizierten Material, veranderte wasserabstoRende Eigenschaften besitzt.

17. Modifiziertes polymeres Kohlenhydratmaterial (mPCM), das durch das Verfahren nach einem der An-
spriche 1-16 erhaltlich ist, wobei chemische Gruppen mit einer gewlinschten Funktionalitat an das Material
gebunden sind, wobei die Bindung durch ein Kohlenhydrat-Bindemolekiil, das eine chemische Gruppe und ein
SCP, das eine Hemizellulose ist, umfasst, vermittelt wird, wobei das Kohlenhydrat-Bindemolekul geeignet ist,
an das PCM zu binden.

18. Material nach Anspruch 17, welches in Form von zellulosehaltigen Pflanzenfasern oder zellulosehalti-
gen Mikrofibrillen, die aus zellulosehaltigen Pflanzenfasern oder aus einer Bakterie abgeleitet sind, vorliegt.

19. Material nach Anspruch 17 oder 18, wobei die chemischen Gruppen reaktive Gruppen sind, die andere
funktionelle Gruppen binden kénnen.

20. Material nach einem der Anspriche 17-19, woran zwei oder mehrere verschiedene Typen von chemi-
schen Gruppen gebunden sind.

21. Material nach einem der Anspriiche 17-20, wobei die chemische Gruppe aus der Gruppe bestehend
aus einem radikalischen Precursor, einer stabilen radikalischen Gruppe, einem Monomer flr eine Polymerisa-
tionsreaktion und einem Initiator fur radikalische Polymerisation ausgewahilt ist.

22. Verbundmaterial, das das Material nach einem der Anspriiche 17-21 umfasst.

23. Gepfropftes Polymermaterial auf Zellulosebasis, das durch Polymerisationsreaktion eines Materials
nach Anspruch 22 erhaltlich ist.

24. Verwendung des Materials nach einem der Anspriiche 17-23 zur Herstellung eines Papier- und Karton-
produkts.

25. Verwendung des Materials nach einem der Anspriiche 17-23 als ein Hilfsmittel in einem diagnostischen
oder chemischen Assay oder Verfahren.

26. Verwendung des gepfropften Polymermaterials auf Zellulosebasis nach Anspruch 23 in der Herstellung
von Papierblattern, gewelltem Karton, Gewebe, Hilfsmitteln in einem diagnostischen oder chemischen Assay
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oder Verfahren, Verpackungsmitteln fir Flissigkeiten oder Lebensmittel, Papier und Kartonagen, Textilien,
Wertpapieren, Banknoten, verfolgbaren Dokumentflllern, Laminaten, Panelprodukten, holzpolymeren Ver-
bundstoffen, polymeren Verbundstoffen, Legierungen und Mischungen oder Zellulosederivaten (zellulosehal-
tigen Stoffen).

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 7
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Fig. 8
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Leerwert

Fig. 10
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Fig. 11
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