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1. Einleitung

Die Milchséfte der Pflanzenfamilie Euphorbiaceae Juss. gehoren zu den am stérksten
entziindungsauslosenden Pflanzensiften im gesamten Pflanzenreich. Entziindliche
Haut- und Augenreaktionen nach dem Kontakt mit Milchséften einiger Euphorbiaceae,
wie dem von Hippomane mancinella L., sind ein starkes Problem fiir Menschen, die in
unmittelbarer Nahe zu diesen Baumen leben. Immer wieder kommt es zu entziindlichen
Hautreaktionen. Da die Ursachen der starken Reaktionen auf die Milchséfte bisher nicht
geklart sind, wurde in der vorliegenden Arbeit der Milchsaft von Euphorbia mauritanica
L. (Euphorbiaceae) auf seine immunmodulierende Wirkung an humanen Hautzellen

untersucht.

1.1 Euphorbiaceae

Die Pflanzenfamilie Euphorbiaceae (Wolfsmilchgewéachse) ist mit ca. 6.300 Arten und
246 Gattungen die viertgrof3te Pflanzenfamilie der Angiospermen. Sie werden in die
vier Unterfamilien Cheilosioideae K. WURDACK & PETRA HOFFMANN, Acalyphoideae
KOSTEL., Crotonoideae L. und Euphorbioideae BURNETT [1-4] unterteilt. Die Unterfamilie
Euphorbioideae unterteilt sich in den Tribus Euphorbieae mit dem Subtribus
Euphorbiinae. Zu diesem Subtribus gehort die Gattung Euphorbia L.. Offiziell botanisch
wurde die Gattung Euphorbia 1753 in dem ersten von Carl von Linné verdffentlichten
Buch Species Plantarum. Der Name der Gattung geht vermutlich auf Plinius der Altere
(23-79 n. Chr.) zuriick. Plinius war Student der Botanik, welcher beschreibt, dass Konig
Juba II. von Mauretanien den geronnenen Milchsaft als Arzneimittel gegen
Schlangenbisse einsetzte. Der Milchsaft stammte aus einer Pflanze des Atlas
Hochgebirges und war vermutlich der Milchsaft von Euphorbia resenifera BERG.. Der
Name Euphorbia leitet sich vermutlich von dem Namen des griechischen Leibarztes von
Konig Juba II., welcher Euphorbus genannt wurde, ab [5]. Der englische Name der
»spurges“leitet sich aus dem lateinischen , expurgare“ bzw. dem englischen ,purge“ oder
altfranzosischen ,espurgier ab, was soviel wie ,reinigen“ bedeutet, da die Bléatter als

Laxans angewendet wurden.
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Die Pflanzen der Unterfamilie Euphorbioideae fiihren meistens weilen, z.T. gelben
Milchsaft (Abbildung 1). Andere Euphorbiaceae wie z.B. Ricinus communis L. fiihren

keinen Milchsaft.

Abbildung 1. AusflieSender Milchsaft aus milchfiihrenden Leitbahnen von E. mauritanica.

Der vielseitige Habitus von Euphorbiaceae reicht von einjihrigen krautigen Pflanzen
iiber Sukkulente bis hin zu Biumen. Die sukkulent wachsenden Euphorbiaceae
entstammen in der Vielzahl der Unterfamilie Euphorbioideae [3]. Diese Pflanzen
kommen in vielen Teilen der Welt, wie z.B. im tropischen und subtropischen Afrika, auf
den Kanarischen Inseln, Indien, Madagaskar, Europa und Amerika vor (Abbildung 2)
[3]. Die Bliiten der Gattung Euphorbia bilden ein Cyathium, welches aus einem
langgestielten, dreikarpelligen Fruchtknoten besteht. Das Cyathium weist oft eine
weibliche und mehrere ménnliche Bliiten auf. Die ménnlichen Bliiten stehen in Achseln
aus einer Hiille und fiinf Hochblattern. Die weibliche Bliite bildet den Fruchtknoten mit
dreiteiliger Narbe. In der Regel sind Euphorbiaceae moné6zisch, wobei auch di6zische
Arten zu finden sind. Die meisten Euphorbiaceae weisen wechselstdndige Blatter und

Stipel auf. Als Fruchtform kommen in der Regel Spaltfriichte vor [1].
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Pflanzenvorkommen ‘
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Abbildung 2. Pflanzenvorkommen der Euphorbiaceen, Gattung Euphorbia, des Botanischen Gartens der FU-Berlin

Im Januar 2013 wurde das Euphorbiaceae-basierte Arzneimittel Picato® von Leo Pharma
GmbH zur Behandlung der aktinischen Keratose mit dem zytotoxischen Wirkstoff
Ingenolmebutat, einem Diterpen aus Euphorbia peplus L., zugelassen [6].

In der Homoopathie werden Euphorbiaceae-basierte Praparate wie z.B. Euphorbia-N-
Oligoplex®, Euphorbium comp. SN Tropfen® (Biologische Heilmittel Heel GmbH,
Potenz: D3) oder Euphorbium comp. Nasentropfen SN® (Biologische Heilmittel Heel
GmbH, Potenz: D4) zur Behandlung von Ekzemen, Entziindungen der

Nasennebenhohlen oder Erkéltung eingesetzt.
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1.1.1 Euphorbia mauritanica

Euphorbia mauritanica (Synonyme: Bleistift Milchbusch, yellow milk bush, golden, pencil
milkbush (Eng.); geelmelkbos, beesmelkbos, gifmelkbos, kaalmelkbos, kleinmelkbos
(Afrikaans)) aus der Familie der Euphorbiaceae ist ein immergriiner, dicht verzweigter
sukkulenter Strauch mit diinnen, zylindrisch glatten ,bleistiftdiinnen“ Sprossachsen, an
deren Enden gelbe Cyathien sich befinden. Die jungen Sprossachsen weisen
wechselstandige silbergraue kleine Blatter auf. Typischerweise weist die Pflanze eine
Hohe von ca. 1,5 m auf (Abbildung 3). Heimisch ist die Pflanze in trockenen
Klimazonen, vor allem in Siidafrika und Namibia, wo sie eine der am meisten
verbreiteten sukkulenten Pflanzen ist. Die Bliitezeit liegt im stidafrikanischen Frithjahr
zwischen August und Oktober. Alle Pflanzenteile sind bei Verschlucken giftig. Der

Milchsaft kann Reizungen der Haut und Augen hervorrufen. Der Artname bezieht sich

auf den Namen des Stammes der Mauren, ein Nordafrikanisches Volk in Mauretanien

[7].

Abbildung 3. Euphorbia mauritanica Juss. [8]

10
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1.2 Latices

Pflanzen der Euphorbiaceae — speziell der Gattung Euphorbia — fiihren in ihren
Milchrohren Milchsaft, den sogenannten Latex. Der Milchsaft ist eine viskose Emulsion
bzw. Suspension, die typischerweise weil3, aber auch z.B. gelb wie in Chelidonium majus
L. gefarbt sein kann. Latex ist weit verbreitet und wird in ungefahr 40 Pflanzenfamilien,
unter anderem in den Familien der Papavaraceae Juss., Asteraceae BERCHT & PRESL oder
Apocyanaceae Juss., akkumuliert [9]. Als Inhaltsstoffe der Latices treten sowohl
Proteine wie Proteasen, Lysozym und Chitinasen, als auch Diterpene, Zucker, Alkaloide
oder Polyterpene auf [10-12]. Einer der giftigsten Milchsifte aus der Familie der
Euphorbiaceae beinhaltet der Manchinelbaum, Hippomane mancinella L. Regen lasst aus
den Friichten den Latex austreten, welcher extrem reizend ist und bei Augenkontakt zu
Blindheit fiihren kann. Der Verzehr der Friichte kann todlich sein, weshalb der
spanische Name auch ,Manzanilla de la muerte“ (,Apfelchen des Todes“) lautet [13-
15].

In der traditionellen Heilkunde wird Milchsaft vielseitig angewendet. So wurde vor ca.
300 Jahren der Milchsaft von Euphorbia balsamifera AiToN und Euphorbia canariensis L.
auf Gran Canaria als Hilfsmittel zum Fang von Fischen durch die Guanchen eingesetzt.
Bei dieser Fischfangtechnik wurden Fische durch Peitschenschldge mit Zweigen auf das
Wasser des Timpels zwischen Meer und Strand getrieben und mit der toxischen
Milchsaftmischung betdubt, sodass die Fische anschliel}end mit der Hand gefangen
werden konnten. Bei der bis heute alljahrlich am 11. September stattfindenden ,Fiesta
del Charco® wird dieser alten Fischfangtechnik gedacht. Heutzutage werden die Fische
immer noch mit der Hand oder dem Netz, jedoch ohne Einsatz des Milchsafts,
gefangen[16].

In Namibia wurde der Milchsaft von Euphorbia damarana L.C.LEACH als Gift zur Jagd
von Tieren wie Giraffen, Springbocken oder schwarzen Nashornern genutzt. Dazu
wurden die Tiere zuerst mit Pfeilen verwundet und anschlie@end der Milchsaft in die
Wunde injiziert. Starke Entziindungsreaktionen und neurologische Ausfille fiithrten
dann zum Tod. Todesfélle von Menschen werden lokal von Einheimischen berichtet

[17].

11
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1.3 Entziindungen

Unter einer Entziindung versteht man die lokale und systemische Reaktion eines
biologischen  Systems auf einen inneren oder &ufleren Reiz, der
die physiologischen Abldufe gefdhrdet. Das Ziel der Entziindung ist es, den
schidigenden Reiz zu beseitigen und die Voraussetzungen fiir Reparaturvorgédnge zu
schaffen. Die Entziindung ist damit Ausdruck der Immunreaktion eines Organismus
[18]. Unterschiedliche Reize wie Infektionen, Verletzungen des Gewebes oder
Fehlfunktion und Stress des Gewebes (z.B. durch die Sonne) fiihren zur Auslosung von
Entziindungsreaktionen, welche die Bekdmpfung der Ursachen physiologisch
unterstiitzt ~ (Abbildung 4). Eine kontrollierte Entziindungsantwort  ist
pathophysiologisch dann von Nutzen, solange sie reguliert auftritt. Eine tiberméllige
Immunantwort (z.B. anaphylaktischer Schock) kann fiir den Organismus schadlich sein

[19].

. " . Verletzung des Gewebestress,
Entziindungsausloser Infektion e Fehlfunktion
Entziindung
q . . . Stressadaption,
Physiologischer Verteidigung gegen die Heilmo Wiederherstellung der
Nutzen Infektion ..
Homgostase
Pathologische Autoimmunitét, Fibrose, Metaplasie Entwicklung von
Konsquuenz Entziindliche und/oder Krankheiten und/oder
Gewebeschéden, Sepsis Tumorwachstum Autoimmunkrankheiten

Abbildung 4. Ursachen, physiologische und pathologische Folgen der Entziindung [19].
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Das Ziel einer akuten Entziindung, welche durch Infektionen oder Verletzung des
Gewebes auftritt, ist die Regelung einer koordinierten Rekrutierung von z.B. Plasma,
Leukozyten, Mastzellen, Makrophagen auf die Seite der Infektion bzw. Wunde, was am
Beispiel von Infektionen mit Bakterien durch das angeborene Immunsystem, sowie Toll-
like Rezeptoren (TLRs) und NOD (nucleotide-binding oligomerization-domain protein)-
like Rezeptoren realisiert wird [20]. Mastzellen und im Gewebe gebundene
Makrophagen produzieren im weiteren Verlauf u.a. Chemokine und Cytokine. Die
wichtigste und unmittelbarste Wirkung dieser Mediatoren besteht darin, eine
entziindliche Kaskade lokal auszulosen: Plasmaproteine und Leukozyten
(hauptsachlich Neutrophile), die normalerweise auf die Blutgefda3e beschrankt sind,
erhalten nun Zugang durch die postkapillaren Venolen zu den extravaskulédren
Geweben, wo die Infektion bzw. Verletzung lokalisiert ist [21]. Der Zustand eines
Gewebes ist entscheidend fiir die immunologische Antwort des Organismus. Er
beeinflusst die Art und Weise der Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase oder der
adaptiven Reaktion, die von in Geweben gebundene Makrophagen und Leukozyten
ausgelost wird. Gestresste Gewebe oder Gewebe mit Fehlfunktion unterliegen einer
para-Entziindung. Para-Entziindungen sind Stoffwechselvorgidnge, die dem basalen
physiologischen Zustand &ahnlich sind, aber auch an der Grenze in einen
Entziindungszustand agieren. Es wird vermutet, dass dysregulierte para-Entziindungen
fiir chronische Entziindungszustinde wie Typ-2-Diabetes und Atherosklerose
verantwortlich sein konnten [19]. Abhédngig von der Art und Weise der Schadigung des
Organismus werden von unterschiedlichen Zellen sowohl autokrin, als auch parakrin
und endokrin Cytokine und Chemokine sekretiert, die im weiteren pro- oder anti-

inflammatorisch auf das Immunsystem einwirken (Tabelle 1).

13



EINLEITUNG

Tabelle 1. Ubersicht wichtiger Cytokine adaptiert nach Turner et al. [22].

Cytokin Hauptproduzent Zielzellen Hauptfunktion
Interleukin IL-1 Makrophagen, B-Zellen, DCs  B-Zellen, NK-Zellen, T- Pyretisch, Proliferation und  Pro-inflammatorisch
Zellen Diff., Knochenmarks
Zellproliferation
IL-2 T-Zellen Aktivierte T- und B-Zellen,  Proliferation und Aktivierung Adaptive Immunitat
NK-Zellen
IL-3 T-Zellen, NK-Zellen Stammzellen Proliferation und Diff. von ~ Adaptive Immunitat
hamatopoetischen
Vorlaufern
IL-4 TH-Zellen B-Zellen, T-Zellen, Proliferation von B- und Adaptive Immunitat
Makrophagen zytotoxischen T-Zellen
verstarkt die MHC-Klasse-II-
Expression, stimuliert die
IgG- und IgE-Produktion
IL-5 TH-Zellen Eosinophile, B-Zellen Proliferation und Reifung, Adaptive Immunitat
stimuliert IgA und 1gM
Produktion
IL-6 TH-Zellen, Makrophagen, Aktivierte B-Zellen, Diff. in Plasmazellen, 1gG- Pro-inflammatorisch
Fibroblasten Plasmazellen Produktion
IL-7 KM-Stromazellen Stammzellen B- und T-Zell
Wachstumsfaktor
IL-8 Makrophagen Neutrophile Chemotaxis Pro-inflammatorisch
IL-9 T-Zellen T-Zellen Wachstum und Proliferation
IL-10 T-Zellen B-Zellen, Makrophagen Hemmt die Cytokin- Anti-inflammatorisch
produktion und die
mononukledre Zellfunktion
IL-11 KM-Stromazellen B-Zellen Diff. induziert Akute-Phase-
Proteine
IL-12 T-Zellen NK-Zellen Aktiviert NK-Zellen Anti-inflammatorisch
Tumor Nekrose  TNFa Makrophagen Makrophagen Phagozyten-Aktivierung, Pro-inflammatorisch
Faktor endotoxischer Schock
Monozyten Tumorzellen Tumor Zytotoxizitat,
Kachexie
TNFB T-Zellen Phagozyten, Tumorzellen ~ Chemotaktisch,
Phagozytose, onkostatisch,
induziert Cytokine
Interferone INFa Leukozyten Diverse Antiviral Pro-inflammatorisch
INFB Fibroblasten Diverse Antiviral, Antiproliferativ Pro-inflammatorisch
INFy T-Zellen Diverse Antiviral, Makrophagen- Pro-inflammatorisch

Aktivierung, erhoht die
Neutrophilen- und
Monozyten-Funktion, MHC-I|
und -ll-Expression auf Zellen

NK: natlrliche Killer-; KM: Knochenmark; Diff.: Differenzierung; TH: T-Helfer-

14
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1.4 Die Haut

Als grof3tes Organ des Korpers umfasst die Haut einen Anteil von ca. 15% des gesamten
Korpergewichtes und dient als primére Verteidigungsstruktur des Korpers vor der
Umwelt. Die Haut ist widerstandsfahig und somit in der Lage, den physikalischen und
chemischen Traumata des Alltags zu widerstehen. Sie muss schéadliche
Mikroorganismen abwehren, gegen Infektionen schiitzen und den Korper vor
Austrocknung schiitzen [23]. Die Verteidigungsfunktion der Haut basiert in erster Linie
auf der Hornschicht (Stratum Corneum) und ihrer Wechselwirkungen mit den
unterliegenden Hautschichten darunter [24]. Grundlegend ist die Haut in drei

Schichten: Epidermis, Dermis und Subkutis aufgeteilt (Abbildung 5) [25, 26].

1.4.1 Epidermis

Die duflerste Hautschicht ist die Epidermis, die wiederum in fiinf weitere Schichten
unterteilt wird. Abhingig vom Korperareal hat die Epidermis eine Dicke von 0,04 mm
(Augenlied) bis 5 mm (Fuf3sohlen). Die Hornschicht (Stratum Corneum) bildet die
dulBere Barriere der Haut zur Umwelt und besteht in Abhéngigkeit des Korperareals aus
ca. 20 Zellschichten abgestorbener Hornzellen. Direkt unter der Hornschicht befindet
sich die diinne Glanzschicht (Stratum Lucidum), gefolgt von der Kornerzellenschicht
(Stratum Granulosum). In dieser Schicht beginnt die Keratinisierung, wobei
Keratinozyten zu Keratin und epidermalen Lipiden abgebaut werden. In der
Stachelzellschicht (Stratum Spinosum) startet die Umwandlung der Keratinozyten.
Durch die zunehmende Entfernung der Keratinozyten zur Basalmembran verandert sich
ihre Morphologie und die Zellkerne werden pyknotisch. Im Stratum Spinosum sind
zudem Langerhans-Zellen des lymphatischen Systems lokalisiert. Die Basalschicht
(Stratum Basale) besteht aus Keratinozyten, Melanozyten und Merkel-Zellen. In dieser
Schicht findet die Zellteilung statt, bevor die Zellen zur Keratinisierung in hohere

Hautschichten gelangen [23, 25].
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1.4.2 Dermis

Unter der Epidermis liegt die Dermis, welche eine dicke, elastische Schicht bildet. Sie
dient der Versorgung der Haut mit Nahrstoffen und repariert durch Fibroblasten und
Mastzellen in der Haut entstandene Schidden. Zusitzlich zu protektiven und
Versorgungsaufgaben beinhaltet die Dermis Haarfollikel, Lymphgefal3e und sensorische

Rezeptoren [27].

1.4.3 Subkutis

Als Subkutis bezeichnet man die Gewebsschicht, welche unter der Dermis lokalisiert ist.
Sie ist aus Fett- und Bindegewebe aufgebaut, in der Blutgefidl3e und Nervenfasern
verlaufen. Thre Aufgabe ist die Regulierung des Warmehaushalts durch Isolierung und
Versorgung der Hautschichten mit Sauerstoff. Zudem dient die Subkutis als
Fettspeicher, sowie als Verschiebeschicht zwischen Dermis und den untergelagerten

Faszien.

Stratum Corneum [
Stratum Lucidum [

Stratum Granulosum

Epidermis
Stratum Spinosum

Dermis

Stratum Basale

Subkutis

Dermis

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Haut

Schematische Darstellung der Haut (rechts) mit einem schematisch vergréRerten Ausschnitt der Epidermis (links).
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1.5 Proteasen

1.5.1 Proteasen allgemein

Proteasen gehoren zu der Enzymklasse der Hydrolasen und sind nach der Enzyme
Commission (EC) in Gruppe III eingeteilt. Wie alle Enzyme sind auch Proteasen, unter
anderem die Endoproteasen, in verschiedene Untergruppen unterteilt. Endoproteasen
werden in Serinproteasen (EC 3.4.23.-), Cysteinproteasen (EC 3.4.22.-),
Aspartatproteasen  (EC  3.4.23.-), Metallo-Proteasen @ (EC 3.4.24.-) und
Threoninproteasen (EC 3.4.25.-) kategorisiert [28, 29]. Proteasen weisen als
Bindungstaschen diverse verschiedene Varianten auf, wobei sich die Bindungstasche fiir
die unterschiedlichen Substrate in acht verschiedene ,pocket- oder sidevallays“ einteilen
[30]. Diese pocketvallays definieren zugleich die Substratspezifitat. Eingeteilt werden
diese Taschen in S4 {iber S1, S1’ bis S4’, was in (Abbildung 7) anhand der Serinprotease
Faktor Xa dargestellt ist [31]. Anhand der unterschiedlichen Bindungstaschen, lassen
sich Spezifitaten fiir Substrate berechnen, die schematisch in (Abbildung 6) dargestellt
sind. In dieser Abbildung ldsst sich erkennen, ob eine Protease spezifisch oder
unspezifisch mit den jeweiligen Substraten reagiert, was anhand von Akzeptanzen von
verschiedenen Aminosiuren berechnet werden kann [30, 32].

Der weltweite Markt fiir industriell genutzte Enzyme wurde im Jahr 2013 auf ca. 3,3
Milliarden US Dollar mit einem Anstieg bis 2015 auf ca. 7 Milliarden US Dollar
geschitzt. Ein Grof3teil dieser Enzyme sind Proteasen [33, 34]. Industriell werden
Proteasen unter anderem in Waschmitteln, in der Lederindustrie, in der

Nahrungsmittelindustrie und in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt [29, 35].

17



EINLEITUNG

Serine Proteases
Metallo Proteases|

=" Cysteine Proteases
‘j_ 7 Aspartic Proteases
— Complex Proteases|

Abbildung 6. Stammbaum der Protease-Spezifitdt liber die gesamte Bindungsregion [32].

:spedﬁc
Unspecific

Das Degradom, basierend auf der Substrat Ahnlichkeit (iber S4-S4’, ist in einem Protease-Spezifitit Stammbaum
abgebildet. Proteasen sind farblich nach ihrer katalytischen Aktivitat eingeteilt: Serinproteasen (cyan), Metallo-
proteasen (pink), Cysteinproteasen (grau), Aspartatproteasen (blau). Der dulere Ring zeigt die gesamten

Spaltungsentropien in einem Farbspektrum von rot (spezifisch) Gber gelb bis grin (unspezifisch).

DPs260@WDs364

Abbildung 7. Bindungstaschendefinition von Proteasen am Beispiel von Faktor Xa [31].
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1.5.2 Serinproteasen

Serinproteasen sind in unterschiedliche Clans wie z.B. Chymotrypsin (SA), Subtilisin
(SB), Carboxypeptidase C (SC) und Escherichia D-Ala-D-Ala-Peptidase A (SE) unterteilt
[29]. Die Spaltung der Peptide und Proteine geschieht im aktiven Zentrum der Enzyme,
wo formal eine Peptidbindung hydrolytisch gespalten wird. Durch den —M-Effekt des
Sauerstoffes in der Peptidbindung kann im ersten Schritt der Sauerstoff des
deprotonierten Serins am Carbonylkohlenstoff angreifen und eine kovalente Bindung
ausbilden. Das Proton des Histidins, welches zuvor vom Serin auf das Histidin
iibertragen wurde, kann im nichsten Schritt durch Umklappen einer Bindung zwischen
dem negativ geladenen Sauerstoff und dem Carbonylkohlenstoff der Peptidbindung an
dem Amin binden, wodurch dieses abgespalten wird und als primédres Amin das aktive
Zentrum verlasst. Der letzte Schritt dient der Reaktivierung des aktiven Zentrums. Dazu
wird hydrolytisch der verbleibende Ester zwischen dem verbleibenden Rest und dem
Serin gespalten. Das gespaltene Protein kann die Bindungstasche verlassen und das

Serin ist regeneriert (Abbildung 8).

o _Ser Oe Ser
o As
R NP SIS == PAHNL NH o
N OFF N\Ds N N W09
His — o HN /\R o ~ ‘f\\</€j
Ser R R R “H -Gy
o° H-0 \
pAs H*NVN R
4
Ao 0 H R-NH
HO \/R R
_N
\ o° H™ M ger His

Abbildung 8. Katalytische Triade von Serinproteasen [36, 37]

In den letzten Jahren riickten Subtilisin-dhnliche Proteasen vermehrt in den Fokus der
Forschung. Aktuell sind mehr als 200 subtilisin-dhnliche Proteasen bekannt. Sie sind
zusammen mit chymotrypsin-dhnlichen Proteasen eine der groRten Gruppe im Clan
Serinproteasen [38]. Urspriinglich in Bakterien nachgewiesen, werden Subtilisin-
dhnliche Proteasen auch in Pflanzen wie Oryza sativa L., Arabidopsis thaliana (L.)
HEYNH., Curcumis melo L. und Solanum lycopersicum L. beschrieben. Es wird berichtet,
dass induzierter Pathogenbefall zur Expression von Subtilisin-dhnlichen Proteasen in
Lycopersicon esculentum L. fiihrt und es wurde gezeigt, dass diese Proteasen glykosyliert,

sezerniert und in der extrazellularen Pflanzenmatrix akkumuliert werden [39-41].
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1.6 Protease-aktivierte Rezeptoren

Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs),
gehoren zu der Familie der Rhodopsin-dhnliche GPCRs (Abbildung 10) und werden in
4 Hauptgruppen (PAR1-4) unterteilt [42]. Im Gegensatz zu anderen GPCRs werden
PARs hauptsachlich aufgrund von proteolytischer Spaltung des extrazelluliren N-
Terminus aktiviert. PARs sind in vielen Geweben wie z.B. Gehirn, Herz, Lunge, Magen,
Kolon, Nieren oder Bauchspeicheldriise, aber auch auf Zellen wie z.B. Monozyten,
glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Lymphozyten, Fibroblasten und andere exprimiert
(Tabelle 2 und Tabelle 3) [42-50]. PARs wird in verschiedenen Krankheiten wie z.B.
Morbus Alzheimer [46, 51], Morbus Parkinson [46], Ischdmie [52-55] und Arthritis
[56, 571, aber auch an physiologischen Prozessen wie z.B. Schmerzentstehung [58-61],
Entziindungen [47, 62, 63] oder bei der Blutgerinnung [64-68] eine Beteiligung
zugesprochen. Eine neue Behandlungsoption fiir die sekundire Prophylaxe von
Myokardinfarkten und peripherer arterieller Verschlusskrankheit stellt der PAR1
Antagonist Vorapaxar dar. Der Arzneistoff wurde im Jahr 2014 von der Food and Drug
Administration (FDA) fiir diese Indikationsgebiete zugelassen. Vorapaxar hemmt PAR1
auf den Thrombozyten und fithrt dadurch zu Hemmung der Thrombozyten
Aggregation. Vorapaxar hat somit keinen Einfluss auf die Spaltung von Fibrin zu
Fibrinogen [69, 70].

Neben aktivierenden Proteasen gibt es eine Reihe von Peptiden, welche die Fahigkeit
haben, als Agonist oder Antagonist an PARs zu wirken (Tabelle 2). Die Aktivierung
durch Proteasen erfolgt an der zweiten extrazelluliren Schleife des Rezeptors
(Abbildung 9). Durch irreversible Spaltung am extrazelluldiren N-Terminus der
Rezeptoren durch Proteasen entsteht ein Propeptid [71]. PAR1 wird durch
proteolytische Spaltung zwischen Arginin* und Serin* aktiviert. Das extrazellulire
SFLLR-NH, Propeptid fungiert als neuer Ligand, welcher an der zweiten extrazelluldren
Schleife des Rezeptors eine Signaltransduktion verursachen kann. Der neue Ligand
interagiert mit der Bindungsstelle durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
dem basischen Arginin aus dem Liganden und dem sauren Glutamat von der

extrazellularen Schleife [46].
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PAR1 und PAR3 haben eine extrazelluldre N-terminale Hirudin-dhnliche Doméne
(DKYEPF) (gelbe Sequenzbox, Abbildung 9), die die kinetische Barriere fiir ein
Thrombin/Rezeptor-Komplex reduziert, um bei niedrigen Thrombinkonzentrationen
eine Aktivierung zu ermoglichen [48]. Demselben Mechanismus der Aktivierung von
PAR1 und PAR2 folgen Peptidagonisten wie SFLLR-NH,. Es ist beschrieben, dass PAR1
Peptidagonisten in N-terminaler Position eine freie Amingruppe, eine kleine
Aminosaure (beispielsweise Serin, Alanin, Prolin) in Position 1, eine aromatische
Gruppe an der Position 2 und einen basischen Rest an Position 5 benétigen. Die
Aktivierung durch einfache chemische Molekiile ist auch moglich [42, 45]. Die PAR1-
Aktivierung fiihrt zu einer G,;, G,, und G,,,,,; gekoppelten Signalkaskade.

Die PAR2-Aktivierung wird durch eine Spaltung zwischen Arginin*®* und Serin®
hervorgerufen. Die Rezeptoren PAR2 und PAR1 sind die einzigen, die durch Spaltung
zwischen Arginin und Serin aktiviert werden.

PAR3 wird durch Spaltung zwischen Lysin®® und Threonin®® aktiviert und fungiert als
Co-Faktor fiir die Aktivierung von PAR4, welcher durch Spaltung zwischen Arginine*’
und Glycin® aktiviert wird [72]. Nakanishi-Matsuiet al. zeigen, dass PAR3 in Méiusen
keine Funktion, bei Abwesenheit anderer PARs, haben [73]. Proteasen konnen abseits
der Aktivierungssequenz durch irreversible Spaltung den Rezeptor inaktivieren

(Abbildung 9).
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1 Protease (a) NH2
(1) ot

PAR1: NH2 - ...ATLDP — Argdl — Ser42 — FLLRN... —COOH
PAR2: NH2 - ...RSSKD — Arg36 — Ser37 -~ LIGKV... —COOH
PAR3: NH2—...PTLPI — Lys38 — Thr39 — FRGAP... — COOH

..ILPAP — Arg47 - Gly4s — YPGOV... — COOH

,,,,,,,,

@ 3 ¥

Protease (a)

0.0‘..0.... 0...0 L, C 0.0 Q'
CYL L XL

i

Zellwachstum, Blutgerinnung, Differenzierung, Entziindung, Translokalisation Kein Effekt
Abbildung 9. Schematische Darstellung der Aktivierung von Protease aktivierten Rezeptoren

Die abgewandelte Abbildung von Ginther und Melzig [42, 48, 74] zeigt die Aktivierung von Protease aktivierten
Rezeptoren (PAR)1-4 von aktivierenden Proteasen(a), chemischen Agonisten, sowie die Inaktivierung von PARs
durch inaktivierende Proteasen(i). Die Position zur Spaltung und somit zur Aktivierung der PARs ist im
extrazelluldaren N-terminus zwischen der in der Abbildung Rot und Griin markierten Position lokalisiert. Die gelbe
Box stellt die Hirudin-dhnliche Bindungsstelle der PAR1 und PAR3 dar. Die Endsequenzen der Bindungsstellen sind
fir die jeweiligen Rezeptoren in der markierten Box dargestellt Die Aktivierung ist in (2), die Desaktivierung in (3)

dargestellt.
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Abbildung 10. Stammbaum der G-Protein gekoppelten Rezeptoren nach University of Southern California — The
Scripps Research Institute [75].
In der Abbildung sind die PARs mit den Abklrzungen F2RL1 (entspricht PAR1 und PAR2), F2RL2 (entspricht PAR3)

und F2RL3 (entspricht PAR4) mit einem roten Kreis markiert.
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Tabelle 2. Ubersicht Protease-aktivierter Rezeptoren [42, 43, 45, 46, 48, 50, 65, 76].

PAR1

PAR2

PAR3

PAR4

Aminosaureanzahl
(Mensch)

Gewebe

Zellen

aktivierende
Proteasen

Peptid Agonisten

desaktivierende
Proteasen

Hirudin-like
domaine

APC, aktiviertes Protein C; Gl, gastrointestinal; HAT, human airway trypsin-like Protease; MASP, Mannan-binding lectine Serinprotease; MMP,

425

Gehirn, Lunge, Magen, Kolon,
Niere, Hoden

Thrombozyten,
Endothelzellen, glatte
vesikulare Muskelzellen,
Leukozyten, Gl-Endothel,
Fibroblasten, Neuronen,
Mastzellen, Kertinozyten

Thrombin,

APC, Meziothrombin,
Granzyme A, Plasmin, Trypsin
IV, Tryptase,

APC-EPCR,

Factor Xa/Vlla,
Kallikreiniassse/ia,

MMP-1, Cathepsin G,
Proatherocytin, Pen C 13,
Gingipains

SFLLR-NH,
TFLLR-NH,
TRag
TFRIFD

Kallikreiny.e, ADAM17, MMP,
Protease 3, Trypsin,
Cathepsin G, Elastase,
Plasmin

Ja

397

Prostata, Dinndarm, Kolon,
Leber, Niere, Pankreas,
Trachea

Endothelzellen, Leukozyten,
Gl- und Lungenendothel,
Atem- und vesikulare glatte
Muskelzellen, Neuronen,
Mastzellen, Kerationozyten ,
Fibroblasten, renale tubular
Zellen, Darmepithel

Trypsin, Mastzell-Tryptase,
Proteinase-3

Factor Xa/ Vlla, Acrosien,
Matriptase/MT-SP1, HAT,
Trypsin IV, Granzyme A,
TMPRSS2, Chitinase, P22,
Kallikreinaasse/ia,

Der P1/P2/P3/P9

SFLLR-NH;

SLIGKV-NH;

SLIGRL-NH,
Trans-cinnamoyl-LIGRLO-NH,

Plasmin, Protease 3, Calpain,
Cathepsin G, Elastase,
Chymase

Nein

Metalloprotease; PAR, Protease aktivierter Rezeptor.
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374

Herz, Nieren, Pankreas,
Thymus, Dinndarm,
Magen, Lymphknoten,
Trachea

Atem- und vesikulare
glatte Muskelzellen,
Thrombozyten,
Astrozytom Zellen,
Megakaryozyten

Thrombin

Cathepsin G

385

Lunge, Pankreas,
Schilddrise, Plazenta,
Lymphknoten,
Nebenniere, Prostata,
Uterus, Kolon

Thrombozyten,
Megakaryozyten,
Skelettmuskulatur

Thrombin, Trypsin,
Cathepsin G, Trypsin IV,
MASP-1, Plasmin,
Faktor Xa/Vlla,
Kallikrein 14, Gingipains

GYPGQV-NH,
GFPGKP-NH,
GYPGKF-NH,
AYPGKF-NH,

Kallikreinqa

Nein
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Tabelle 3. Ubersicht von in vivo und in vitro Studien von Protease-aktivierter Rezeptoren und deren Effekt

Gewebe Zelltyp Effekt Versuchsmodel Quelle
PAR1
Blut Thrombozyten Aggregation T in vitro Mensch (Zellkultur (z) (64, 77]
Zellen Atemwegsepithel IL-6, IL-8, PGE, in vitro Mensch (z) [78]
Fibroblasten |L-8, ERK 1/21 in vitro Mensch (z) [79]
Gallenblase Kontraktion ™ in vitro Mensch, Meerschwein [80]
(Gewebe (g))
Knochengewebe  Osteoblasten Proliferation in vitro Mensch, Ratte (z) [79, 81]
Magen Glatte Muskelzellen  Relaxation/Kontraktion in vitro Maus, Meerschwein (z) [82]
Uterus Kontraktion in vitro Mensch (g) [83]
PAR2
Atemwegs- und Fibroblasten Fibroblasten-proliferation* in vitro Mensch (z) [84]
Lungenparenchym
Atemwegsepithel IL-6, IL-8, PGE, I Ca’* 1 Prostanoide in vitro Mensch, Maus; (z) [62, 78,
Freisetzung ™ 85]
Lungenentzindung T in vivo Maus (82, 86]
Bronchialringe Kontraktion in vitro Mensch (g) [87]
Lungenentzindung T in vivo Maus [88]
Kardiovaskuldres  Vaskuldres Endothel Vasodilatation in vivo Ratte, Maus [89, 90]
System
Zellen Krebszellen (Brust, Migration & Differenzierung . in vitro Mensch (z) [91]
Lunge und Kolon)
Synoviale Mastzellen Aktivierung T in vivo Maus [47]
Gallenblase Kontraktion in vitro Mensch, Meerschwein [80]
(8)
Herz Kardiomyozyten pro-fibrotisches Chemokin MCP-1 in vivo Maus [92]
hypertrophes Wachstum
Nervensystem Gliazellen Formyl-peptid receptor-2 T in vitro Mensch (g) [51]
astrozytische IL-4 Expression |,
Speicheldrisen Schleimsekretion in vivo Ratte [93]
Haut Keratinozyten IL-8, MMP-2 D, Nrf2 I NQO-1 in vitro Mensch (z) [94-96]
Cathelicidin T
Magen Glatte Muskelzellen  Relaxation/Kontraktion in vitro Maus, Meerschwein (g) [97]
Kolonepithel Apoptose in vitro Mensch (z) [50]
Vagina Epithel ADAM10 ™ - Barriere Funktion in vitro Mensch (z) [98]
PAR3
Niere HEK-293 ERK1/2 Phosphorylierung = 1L-8 T in vitro Mensch (z) [76]
Lunge Epithel -8 ™ in vitro Mensch (z) [76]
PAR4
Blut Thrombozyten Aggregation 1, Ca’* in vitro Mensch (z); [66, 77, 99,
in vivo Maus 100]
Lunge Atemwegsepithel IL-6, IL-8, PGE, ™ in vitro Mensch (z) [78, 101]
Tumor suppressiv in Lungenadenokarzinom in vitro Mensch (z) [102]
Nervensystem Neuronen Calcium Mobilisierung |, = nociceptive in vitro Ratte (z) [58]
Schwelle T
Uterus Myometrium Antagonismus: schwach uterusrelaxierend in vitro Mensch (g) [83]
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1.7 Diterpene

Diterpene sind sekundédre Pflanzeninhaltsstoffe aus der Gruppe der Terpene.
Synthetisiert werden sie aus 4 Isopreneinheiten, welche durch Enzyme zu zyklischen
Verbindungen zusammengesetzt werden [103]. Diterpene weisen in der Regel
20 Kohlenstoffatome auf, zu welchen unter anderem die pflanzlichen Phytohormone
Gibberelline zdhlen [104-106].

Diterpene aus Euphorbiaceae sind wegen ihrer vielfiltigen biologischen Aktivitat,
besonders ihrer antitumoralen, zytotoxischen, antiviralen und antiinflammatorischen
Eigenschaften Gegenstand der Forschung [107, 108]. Diterpene aus Euphorbiaceae
weisen eine hohe Strukturdiversitdt mit einer Vielzahl verschiedener Grundgeriiste auf
(Abbildung 12), welche mit aliphatischen und aromatischen Sduren verestert sein
konnen [11, 109]. Es konnte gezeigt werden, dass Diterpene vom Tiglian-, Ingenan-
und Daphan-Typ an Proteinkinase C (PKC) binden koénnen und dadurch pro-
inflammatorisch, apoptotisch, zelldifferenzierend und dadurch in der Folge auch
hautreizend wirken [110]. Als endogene Cofaktoren fiir die PKC dienen Diacylglycerol
(DAG) und Calcium, welche einen Einfluss auf das Zellwachstum, die Zellteilung und
die Signaltransduktion haben [11, 111, 112]. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) wird durch Phospholipase C (PLC), welche zuvor durch G, gekoppelte GPCRs
aktiviert wird, in DAG und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) gespalten. IP3 bewirkt am
endoplasmatischen Retikulum eine Freisetzung von Calcium, DAG aktiviert die PKC

direkt (Abbildung 11) [113].
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Abbildung 11. Aktivierungskaskade der Protein-Kinase C (PKC)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) wird durch Phospholipase C (PLC), welche zuvor durch Ga gekoppelte
GPCRs aktiviert wird, in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) gespalten. IP3 bewirkt am

endoplasmatischen Retikulum eine Freisetzung von Calcium; DAG aktiviert die PKC direkt.

Von groflem Interesse ist das Diterpen Ingenolmebutat, welches Bestandteil des
Arzneimittels Picato® ist. Picato® wird als Gel gegen aktinische Keratose eingesetzt [6].
In der klinischen Forschung befindet sich unter anderem das Diterpen Prostatin,
welches ein Aktivator der latenten HIV1 Reservoire ist. Dieser soll die Neuinfektion von
CD4+ Zellen iiber Proteinkinase C abhédngige NF kB Aktivierung vermeiden [114].
Weitere biologische Wirkungen von Diterpenen sind unter anderem wundheilende,
antiproliferative, antivirale, antitumorale und antipyretisch-analgetische Aktivitat [115-

117].
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Abbildung 12. Aufbau verschiedener Grundstrukturen von Diterpenen
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1.8 Zielstellung

Immer wieder kommt es zu entziindlichen Hautreaktionen nach dem Kontakt mit
Milchséften aus Euphorbiaceae. Da die Ursache der starken Reaktionen auf die
Milchsifte bisher nicht geklart ist, sollte in der vorliegenden Arbeit der Milchsaft von
Euphorbia mauritanica L. (Euphorbiaceae) auf seine immunmodulierenden Wirkung an

humanen Hautzellen untersucht werden.

Dazu sollte zunachst eine passende Methode entwickelt werden, um Daten tiiber die

immunmodulierende Wirkung des Milchsaftes von E. mauritanica zu erhalten.

Ferner sollte untersucht werden, ob es einen gemeinsamen Effekt in der
Entziindungsmediation zwischen der Protease Mauritanicain und Diterpenen gibt. Dazu
sollte an Keratinozyten und primdren humanen Fibroblasten der Einfluss von

Mauritanicain und Diterpenen getestet werden.

In der vorliegenden Dissertation sollte zudem genetischen Informationen sowie die
Aminosauresequenz von Mauritanicain entschliisselt werden. Daraus folgend sollte ein
in-silico Homologiemodell von Mauritanicain erstellt werden, um eine Visualisierung

der Proteinstruktur zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Gerite

Tabelle 4. Verwendete allgemeine Gerdte

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage BP211 D

Biologische Sicherheitswerkbank Klasse Il, HERAsafe®

Standard Power Pack P25

CO,-Inkubator Mini Galaxy

D-7000 HPLC-System-Manager

Einkanalpipetten (2-20 pL, 20-200 pL; 100-1000 pL; 500-5000 uL)

HPLC PUMP 64

HPLC Pumpe L-6000
Mikroplattenleser Tecan Infinte® 200
Mini-PROTEAN® Tetra System
Mini-Sub® Cell GT

Multipette® M4

PCR Thermocycler TProfessional Basic
pH-Meter 766

PowerPac 300

Reinstwassersystem Laborstar UVZ
Sartorius CO224S-0CE (Analysenwage)
Sartorius portable (Prazisionswaage)
Sicherheitswerkbank Tecnoflow
Tischmikroskop Wilovert S

Ultraflex Il TOF/TOF - MS/MS
Ultraschallbad Sonorex TK 52

Vortex Genie-2

UV-VIS L-4250 Detektor

Zahlkammer nach Neubauer

Zentrifuge Mikro 200R
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Sartoruis AG, Gottingen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Biometra GmbH, Gottingen

Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden
Merck, Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Knauer, Berlin

Merck Hitachi, Tokyo, Japan

Tecan Austria GmbH, Grédig, Osterreich
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Eppendorf AG, Hamburg

Biometra GmbH, Gottingen

Knick, Berlin

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Siemens Water Technologie, Barsbuttel
Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Integra Bioscience, Fernwald

Helmut Hund, Wetzlar

Bruker Daltonic, Bremen

Bandelin electronic, Berlin

Scientific Industries, New York, USA
Merck Hitachi, Tokyo, Japan

Brand, Wertheim

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
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2.1.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5. Verwendete allgemeine Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

AcroSepTM DEAE Ceramic HyperD F
Cell culture inserts

Cellstar Serological Pipette (5mL, 10mlL,

25mL, steril)

Discovery BIO GFC (30cm x 4.6 mm, 5um, 150A)

Einfrierréhrchen Cryo’sTM

Einmal-Injektions-Kandlen Sterican® (0,8 x 120 mm 21G x 4 %)

FP 30/0.2 CA Filter
GELoader Tips 0,5-20 uL

Hamacytometer-Deckglaser

Mikrotiterplatten (96 Well, F-Boden, Immunoplatte l\/IaxiSorpTM)

Mikrotiterplatten (96 Well, F-Boden, schwarz)

Mikrotiterplatten Rotilabo® (96 Well, F-Boden, farblos)

Multi Safe Tubes (1,5 mL)

Pipettenspitzen epT.I.P.S. (2-200 pL; 50-1000 pL; 100-5000 L)

PP-Rundboden Rohrchen (15 mL, 50 mL)

Protein LoBind Tubes (0,5mL, 1,5mL, 2,0 mL)

Reaktionsgefidlle Rotilabo®-PCR (0,2 mL)
RNase AWAY®

Spritzenvorsatzfilter (0,2 pL, steril, Celluloseacetat)

Vivaspin 500 Polyethersulfon 50.000 MWCO

Zellkulturflaschen ( 25 cmz, 75cm’ mit Filter, steril)
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Pall Corporation, Ann Arbor, USA
Becton Dickinson, San Diego, USA

B. Braun Meslungen AG, Melsungen
SUPELCO, Bellefonte, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Eppendorf AG, Hamburg

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Satorius Stedim, Gottingen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen



MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 6. Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonsaure)
2-Furoyl-LIGRLO-Amid
2-Log DNA Ladder

2-Mercaptoethanol

Agarose

Albumin from bovine serum
Ammoniumpersulfat

Chloroform

Coomassie Brillant Blue-G-250
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure
Diethylpyrocarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat

DNA Electrophoresis Sample Loading Dye (6x)
Glycin

Ethanol

Ethidiumbromidlosung (0,5 %)
Essigsaure

Isopropanol

Laemmli Proben Puffer (4x)

Methanol

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
PAR-2 Antikorper (SAM11): sc-13504
PBS-Puffer w/o Ca2+, l\/lg2+

Peptid Standard Il

Phorbol 12-myristat-13-acetat

Plant RNA Isolation Aid

Protein-GroRRenmarker Roth®-Mark Standard

Resolving Gel Buffer
RNA loading dye (2x)
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Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
VWR Prolab, Leuven

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
VWR Prolab, Leuven

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR Prolab, Leuven

Merck KGaA, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
VWR Prolab, Leuven

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
Biochrom AG, Berlin

Bruker Daltonic, Bremen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main
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Salzsdure 37 %

SDS-PAGE Protein Standards, broad range

SDS Losung 10% (m/v)
Silver Reagent Concentrate
Silver Stain Developer
Silver Stain Oxidizer
Sodiumdodecylsulfat
Stacking Gel Buffer
Subtilisin A

TAE-Puffer (50x)
Trifluoressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TRIzol™ Reagent

Trypsin

Tween® 20
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Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
VWR Prolab, Leuven

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Acros Organics, Geel, Belgien

Merck KGaA, Darmstadt

Life Technologiesw, Eugene, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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2.1.3.1 Zellkultur

Tabelle 7. Verwendete Chemikalien fiir die Zellkultur

Bezeichnung

Hersteller

DMEM-Flussigmedium ohne Phenolrot (3,7 g/L NaHCO3, 4,6 g/L D-

Glucose)
FBS Superior
Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX(TM)

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (10X), liquid

Human Epidermal Wachstumsfactor

Hydrocortison

Keratinozyten Basal Medium

KGM SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors
L-Alanyl-L-Glutamin Lésung (200 mM)

PBS-Puffer w/o Ca2+, l\/lg2+

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL /10,000 pg/mL)

PureCol, Bovine Collagen, 3 mg/mL

TrprETM Express Enzyme, ohne Phenolrot
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Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Lonza Group AG, Basel, Schweiz
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

CellSystems  Biotechnologie  Vertrieb
GmbH, Troisdorf

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,

USA
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2.1.3.2 Kits

Tabelle 8. Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

BCA Protein Assay - Pierce® Protein Research Products

BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit
BD OptEIA™ Set Human IL-8

EnzCheck® Protease Assay Kit, green fluorescence

FirstChoise® RLM-RACE Kit

FluoReporter® Blue Fluorometric dsDNA Quantitation Kit

In-Gel Tryptic Digestion Kit

Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

Phusion High-Fidelity PCR Kit

PNGase A inkl. Pufferlésungen

RNAqueous® Phenol-free total RNA Isolation

Silver Stain Kit

Zymoc/eanTM Gel DNA Recovery Kit
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Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford,
USA

Becton Dickinson, San Diego, USA

Becton Dickinson, San Diego, USA
InvitrogenTM, Darmstadt

InvitrogenTM, Darmstadt

Life Technologiesw, Eugene, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

InvitrogenTM, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Zymo Research Corporation, Freiburg
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2.1.3.3 Primer

Tabelle 9. Verwendete Primer fiir die PCR

Gen-Name (Abk.) Orientierung Oligo Sequenz [5' nach 3’] Tm Lénge [bp]
Human-PAR2 Sense CTGCATCTGTCCTCACTGGA 64,7°C 20
Human-PAR2 Antisense ACAGAGAGGAGGTCAGCCAA 64,5°C 20
Mauritanicain (Mau_1) Sense TGGCCNGAYGGNGAYTAYGG 64,1°C 20
Mauritanicain (Mau_2) Antisense GCNGGRCTCCARTTNGGRTG 70,5°C 20
Mauritanicain (Mau_3) Sense CGGATTCACCAGCAGCTCCT 59,7°C 20
Mauritanicain (Mau_4) Antisense GACGCTGTATGAGTGCCGTG 63,0°C 20
Mauritanicain (Mau_5) Antisense ACGATAGAACGCTTTCGCGC 60,0°C 20
3’RACE Adapter Antisense GGCAGCACAGAATTAATACGACTC 61,5°C 46
ACTATAGGT(12VN
3’RACE outer Primer Antisense GCGAGCACAGAATTAATACGACT 55,1°C 23
5’RACE Adapter Sense GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACU 68,4°C 45
GCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA
5’RACE outer Primer Sense GCGAGCACAGAATTAATACGACT 55,1°C 23
5’RACE inner Primer Sense CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGC 68,8°C 35

TGGCTTTGATG

Die Herstellung der Primer, sofern nicht aus einem Kit verwendet, erfolgte durch die

Firma Metabion International AG, Planegg.

2.1.4 Software

Tabelle 10. Verwendete Software

Bezeichnung

Hersteller

BioTools, Version 3.2

Desmond 5.1

FCAP ArrayTNI Software Version 3.0
FlexAnalysis, Version 2.4

i-control 1.6

MacPyMOL: PyMOL v1.7.4.5 Edu Enhanced

MOE 2015.10

4peaks, Version 1.8, 0SX 10.13.3

Sequence Editor, Version 3.2
UCSF Chimera, Candidate Version 1.13.1

Abbildungen: Servier medical Art
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Bruker Daltonik GmbH, Bremen
Schrodinger, LLC, New York, USA

Becton Dickinson, San Diego, USA

Bruker Daltonik GmbH, Bremen

Tecan Austria GmbH, Grédig, Osterreich
Copyright © Schrodinger LLC

Chemical Computing Group, Montreal,
Canada

Online Software

Bruker Daltonik GmbH, Bremen
University of Carlifornia, USA

Les Laboratoires Servier, Suresnes Cedex,

Frankreich
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2.1.5 Verwendete Zellen

2.1.5.1 HaCaT-Keratinozyten

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten HaCaT-Keratinozyten wurden von dem
Arbeitskreis von Prof. Dr. Weindl, Institut fiir Pharmazie der Freien Universitit,
Konigin-Luise Str. 2 +4, 14195 Berlin zur Verfiigung gestellt. Die Abkiirzung HaCaT
steht fiir ,Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes“. Bei der Zelllinie
handelt es sich um eine permanente, epitheliale humane Zelllinie von Keratinozyten,
die als phdnotypisch spontan transformiert gelten [118]. Sie entstammt der Peripherie
eines primdren malignen Melanoms der oberen Riickenhaut eines 62 jdhrigen,
maéannlichen Patienten und wurde von Fusenig und Boukamp generiert [119, 120]. Die
HaCaT-Zellen wurden mit ,Wachstumsmedium HaCaT“ (Tabelle 11) in 75 cm?
Kultivierungsflaschen kultiviert. Nach dem Ausséden der Zellen wurde nach 24 Stunden
und in der Folge alle 48 Stunden ein Wechsel des Mediums durchgefiihrt. Die Versuche

wurden zwischen den Passagen 43 und 120 durchgefiihrt.

2.1.5.2 Primadre Fibroblasten

Primdre humane dermale Fibroblasten wurden von dem Arbeitskreis von Prof. Dr.
Weindl am Institut fiir Pharmazie der Freien Universitat, Konigin-Luise Str. 2 +4, 14195
Berlin aus juvenilen Vorhéuten isoliert und zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung
gestellt. Das Gewebematerial fiir die Isolierung der priméren Fibroblasten stammte aus
der Charité Berlin. Der Antrag EA4/091/10 zum Forschungsvorhaben ,Verwendung
von Humanhaut zu Forschungszwecken® wurde am 06.07.2010 von der
Ethikkommission der Charité Berlin positiv bewertet. Alle Patientenproben wurden
nach einer schriftlichen Einverstindniserklarung erhalten. Fiir die Versuche wurden
ausschlie8lich anonymisierte Proben verwendet.

Nach Auftauen der Passage 2 wurde diese zunéchst mit ,,Wachstumsmedium primére
humane dermale Fibroblasten“ (Tabelle 11) in einer 75 cm® Kultivierungsflasche
kultiviert. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Mediums, so dass die Fibroblasten nach
96 h eine Konfluenz von ca. 90% besalen. Alle Versuche wurden in Passage 3

durchgefiihrt.
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Tabelle 11. Verwendete Medien in der Zellkultur

Bezeichnung

Zusammensetzung

Wachstumsmedium HaCaT

Serumfreies Basalmedium HaCaT

DMEM-Flussigmedium (3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat, 4,6
g/L D-Glucose) + 2mM L-Alanyl-L-Glutamin Losung + 10% FBS
Superior

DMEM-Flussigmedium (3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat, 4,6
g/L D-Glucose) + 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin Lésung

Wachstumsmedium primare humane

dermale Fibroblasten

Serumfreies Basalmedium primare humane

dermale Fibroblasten

DMEM-Flussigmedium (3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat, 4,6
g/L D-Glucose) + 10 % FBS Superior + 5mM L-Alanyl-L-Glutamin
Losung + 1% Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL / 10.000
g/mlL)

DMEM-Flussigmedium (3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat, 4,6
g/L D-Glucose) + 5 mM L-Alanyl-L-Glutamin Losung + 1%
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL / 10.000 g/mL)

38



MATERIAL UND METHODEN

2.2 Methoden
Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden mit doppel-
demineralisiertem steril filtriertem Wasser (Reinstwassersystem Laborstar UVZ, 0,2 um

Sterilfilter, 25°C, 0,055 uS/cm) durchgefiihrt.

2.2.1 Probengewinnung

Die Milchsaftproben wurden aus den Pflanzen von Euphorbia mauritanica L.
(Akzessionsnummer: 282-19-80-10) des Botanischen Gartens Berlin,
Konigin-Luise-Str. 6, 14195 Berlin, Deutschland, entnommen. Die Pflanzen wurden
vom Personal des botanischen Gartens bestimmt und identifiziert.

Zur Entnahme der Latices wurden die Pflanzen mit einem Skalpell am Stamm, der
Sprossachse, der Blattspreite oder an anderen geeigneten Stellen leicht angeritzt
(Abbildung 13). Der ausflieBende Milchsaft wurde tropfenweise in 1,5 mL Eppendorf
Protein-LoBind Reaktionsgefdf3e und in Abhdngigkeit des Versuches in jeweils 1 mL
phosphate buffered saline (PBS), 10 mM Phosphatpuffer oder 95 % (v/v) Methanol in
Eppendorf LoBind® ReaktionsgefiRen aufgefangen. Die gesammelten Proben wurden
nach der Entnahme umgehend auf Eis gekiihlt, um proteolytische Zersetzungs-

reaktionen durch enthaltene Proteasen zu verhindern.

Abbildung 13. Sammlung des austretenden Milchsaftes nach Anritzen von E. mauritanica.
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2.2.2 Proteinanalytik
2.2.2.1 Acetonfillung

Fir die Acetonfillung wurde der Milchsaft wie in 2.2.1 in PBS gesammelt und
anschlieRend 60 min. bei 4°C und 18.000 * g zentrifugiert. Der Uberstand wurde im
néchsten Schritt mit 20fachem Uberschuss gekiihltem Aceton (-20°C) vermischt und
iiber Nacht bei -20°C gelagert. Anschlielend wurden die Proben bei 4°C und
18.000 * g fiir 30 min. zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Riickstand
wurde mit derselben Menge von auf —20°C gekiihltem Aceton gewaschen und bei 4°C
und 18.000* g fiir 30 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt, der
Riickstand bei Raumtemperatur getrocknet. Der erhaltene Riickstand wurde in PBS

gelost und bei —20°C gelagert.

2.2.2.2 Proteinquantifizierung

In der folgenden Arbeit wurde fiir die Proteinbestimmung die Bicinchoninsiure-
Methode (BCA) genutzt. Bei der BCA Methode handelt es sich um eine Kombination
der Biuretreaktion und der Reduktion von Cu** zu Cu" im alkalischen Milieu durch die
in den Proteinen enthaltenen Aminosduren Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin
(Abbildung 14). Das Cu* kann dann mit der Bicinchoninsiure einen violetten Komplex
bilden. Die Absorption wurde nach Beendigung der Reaktion bei 540 nm gemessen

[121-123].

. 2x BCA
Cu?4 Protein XA
[on°]

Abbildung 14. Bildung des BCA-Kupfer-Komplexes [121].

Tabelle 12. Verwendete Lésungen fiir die BCA-Proteinbestimmung.

Bezeichnung Zusammensetzung

BCA Reagenz A Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Bicinchoninsaure,
Natriumtartrat in 0,1 M Natriumhydroxid

BCA Reagenz B 4% Kupfersulfat
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Die Proteinbestimmung wurde mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit durchgefiihrt. Die
Bestimmung wurde nach Herstellerinformationen durchgefiihrt. Tabelle 12 zeigt die
verwendeten Reagenzien. Zur Proteinbestimmung wurden die Proben vor der
Quantifizierung bei 4°C und 18.626 * g fiir 60 min. zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand 1:1 mit PBS verdiinnt. Um einen individuellen
Korrekturwert zu erhalten, wurden 25 uL. Probe mit 200 uL. PBS vermessen, um Effekte
einer Triibung und Farbung durch Restbestandteile vom Latex zu detektieren. Die
Messwerte wurden anschliellend um den Korrekturwert korrigiert. Zur Referenz wurde
bovines Serum Albumin (BSA) in einer Konzentration 2mg*mL" gel6st und bis zu einer
Konzentration von 5ug*mL" verdiinnt (Tabelle 13). Die Kalibriergerade folgte einer
polynomischen Funktion zweiten Grades.

Nach der Préaparation der Platten wurden diese fiir 30 min. bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die Absorption bei einer Wellenldnge von 540 nm vermessen [123]. Jede

zu messende Losung wurde einer Dreifachbestimmung unterzogen.

Tabelle 13. Verdiinnungsreihe des BCA Assay's adaptiert nach Thermo Scientific™ [123].

Nummer Volumen PBS [ul] Volumen [pL] (Nr.) der BSA Lésung BSA Konzentration [ug*mL’l]
1 2.000
2 125 300 (1) 1.500
3 325 325 (1) 1.000
4 175 175 (2) 750
5 325 375 (3) 500
6 700 100 (1) 250
7 400 400 (6) 125
8 450 300 (7) 50
9 400 400 (8) 25
10 400 100 (9) 5
11 400 0 = Blindwert
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2.2.2.3 Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie ist eine Methode zur Aufreinigung von geladenen
Molekiilen in Losungen, in diesem Fall von Proteinen. Das Prinzip beruht darauf, dass
Ionen umso starker an dem Ionenaustauscher binden, je kleiner ihr Radius und je hoher
ihre Ladung ist. Negative Proteine binden an die positiv geladene Sdulenmatrix und
werden dann durch Erh6éhung eines NaCl Gradienten von der Matrix abgelost und
eluiert, da Cl eine hohere Bindungsaffinitat zur Sdulenmatrix als die Proteine hat. In
der vorliegenden Arbeit wurde ein schwacher Anionenaustauscher mit einer stationédren
Phase aus Diethylaminoethyl-Keramik, einer Ionenaustauschkapazitit von
> 85mg/ml’, einer durchschnittlichen Porengrofie von 50 um und einem Arbeitsbereich
zwischen pH 2-12 (AcroSep™ DEAE Ceramic HyperD F) eingesetzt. Zunachst wurde
die Ionenaustauschsidule mit ausreichend Phosphatpuffer (10 mM) gespiilt, um die
Saule zu aktivieren. Nach Auftragen der stark verdiinnten Proteinprobe (1:5) wurden
mit einer Durchflussrate von 1 mL/min. 15 Fraktionen je Gradient mit einem Volumen

von jeweils 1,5 mL gesammelt (Tabelle 14).

Tabelle 14. Verwendete Pufferlésungen fiir die lonenaustauschchromatographie.

Konzentration NaCl [in mol/L]

Fraktion in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,0
0-15 0

16-30 0,05

31-45 0,1

46-60 0,15

61-75 0,2

76-90 0,4

91-105 1
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2.2.2.4 Bestimmung der Proteaseaktivitat

Zur Bestimmung der allgemeinen Proteaseaktivitit wurde das EnzCheck® Protease
Assay Kit genutzt. Die Bestimmung beruht auf dem Mechanismus, dass der
Fluoreszenzfarbstoff =~ BODIPY-FL.  (4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-S-
indacen-3-propionsdure) an Casein gebunden ist. Vor der Umsetzung mit einer Protease
liegt im Substrat eine Fluoreszenzloschung vor. Nach Spaltung des Caseins mit der

Protease wird die Fluoreszenz freigesetzt (Abbildung 15) [124].

. k % A
Protease,

5O
~¢ &
=Q
/,\

gequentschtes Edukt fluoreszierendes Produkt
Abbildung 15. Schematisches Prinzip des EnzCheck® Protease Assay Kit [125].

Die Reagenzien wurden wie in der Herstelleranweisung hergestellt und 50 uL der zu
untersuchende Probe mit 50 uL. Reagenzlosung in einer schwarzen Mikrotiterplatte
versetzt. Unter Lichtausschluss wurde die Probe dann 30 min. bei 37°C inkubiert und
anschlieBend im Mikroplattenleser mit einer Anregungswellenldnge von 485 nm und
einer Emisionswellenldnge von 535 nm vermessen. Alle Messungen wurden dreifach

bestimmt, als Negativkontrolle diente das jeweilige Losungsmittel ohne Probe.

Tabelle 15. Verwendete Lésungen zur Bestimmung der Proteaseaktivitdt.

Bezeichnung Zusammensetzung
EnzCheck Protease Komponente A Casein, BODYPY® FL Konjugat
EnzCheck Protease Komponente B 200 mM Tris; pH 7,8; 2mM Natriumazid
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2.2.2.5 GroRenausschlusschromatographie

Bei der Grollenausschlusschromatographie (SEC) werden Analyten nach ihrer GroRle
aufgetrennt. Kleine Molekiile eluieren durch die stationdre Gelmatrix langsamer als
groBere, da sie tiefer in die Poren gelangen und somit eine ldngere Strecke durch die
Matrix zuriicklegen. Zur Auftrennung von Mauritanicain wurde eine Sdule mit einer
Matrix aus kugelférmigen pordsen Kieselerdenpartikeln (5um) mit einem Poren-
durchmesser von 150 A (Discovery BIO GFC (30cm x 4.6mm)) genutzt. 50 uL. Probe
wurde auf die Saule aufgetragen und mit einer konstanten Flussrate (Phosphatpuffer
10 mM, pH7,0) von 0,15 mL/min. aufgetrennt. Die UV-Detektion erfolgte bei einer
Wellenldnge von 210 nm. Nach positiver Detektion wurden Fraktionen sofort in

Eppendorf LoBind Reaktionsgefa3en aufgefangen.

2.2.2.6 Elektrophorese

2.2.2.6.1 SDS-PAGE

Die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) dient zur
Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Molekiilgro3e im elektrischen Feld und stellt
somit eine effiziente elektrophoretische Trennmethode zur Auftrennung komplexer
Proteingemische dar. Bei der SDS-PAGE lagert sich sodium dodecyl sulfate (SDS) Mizell
artig an die geldsten Proteine an und kompensiert deren Ladung [126, 127]. Alle
Protein-SDS-Komplexe weisen dadurch eine gleiche negative Gesamtladung auf. Durch
das Reduzieren der Disulfidbriicken mit Mercaptoethanol und der Anlagerung von SDS
an die Proteine kommt es zu einer Denaturierung, wodurch diese ihre biologische
Funktion verlieren. Die Trennung wahrend der Elektrophorese wird aufgrund der
Unterschiede der molaren Massen der verschiedenen Proteine ermoglicht und erfolgt
in Richtung der Anode. Polyacrylamid-Gele bieten den Vorteil, dass definierte
Porengrof3en herstellbar sind, wodurch die Trennung maf3geblich beeinflusst werden
kann. Die Polymerisation erfolgt radikalisch (Abbildung 16). Die Polyacrylamidgele in
der vorliegenden Arbeit hatten eine Gelkonzentration von 10% - 15%. Die Mengen von
Wasser, 1,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCl- Trenngelpuffer und Acryl-
bisacrylamid sind in dargestellt (Tabelle 17).
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Abbildung 16. Polymerisation von Acrylamid und N, N- Methylenbisacrylamid unter Zusatz von

Ammoniumperoxidsulfat.

Tabelle 16. Verwendete Puffer in der Elektrophorese.

Bezeichnung Zusammensetzung

Anodenpuffer 25mM Tris-HCl, pH 8,9 in Wasser

Kathodenpuffer 25mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS in Wasser

Laemmli-Puffer (4x) 277.8 mM Tris-HCl, pH 6.8, 44.4% (v/v) Glycerol
4.4 % N-Lauroylsarcosin, 0.02 % Bromophenol-blau

Fixierpuffer Methanol 40 % (v/v), Essigsdure 10 % (v/v) in Wasser

Zum Start der Polymerisation wurden 50 pL. TEMED-L6sung (10% (v/v)), 100 uL SDS
(10% (m/v)) und 50 upL APS-Losung (10% (m/v)) hinzugegeben. Nach dem
Auspolymerisieren der Trenngelmatrix wurde die Sammelgelmatrix hergestellt. Hierzu
wurden die einzelnen Bestandteile, wie in Tabelle 17 dargestellt, zusammen pipettiert.

Die Elektrophorese wurde nach Laemmli durchgefiihrt [128].
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Tabelle 17. Pipettierschema verschiedener SDS-Gel Konzentrationen.

Gel Konz. Wasser Acryl-/ Bisacrylamid Trenngelpuffer SDS 10% APS 10% TEMED 10%
[in %] [in mL] 30% (v/v) [in mL] [in mL] (v/v) [in mL] (m/v) [in mL] (v/v) [in mL]

Trenngelmatrix

10 4,10 3,30 2,50 0,10 0,05 0,05

12,5 3,29 4,17 2,50 0,10 0,05 0,05

15 2,40 5,00 2,50 0,10 0,05 0,05
Sammelgel-

Sammelgelmatrix puffer [in mL

5 1,45 0,425 0,625 0,025 0,025

Vor der Elektrophorese wurden die Proben 5 min. bei 95°C im Verhiltnis 1:1 mit
2-Mercaptoethanol und Laemmli-Puffer erhitzt [128]. 30 pL. Probe wurde in jede
Geltasche aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei konstanten 200V bei ca. 8°C
durchgefiihrt. Im Zwei-Kammer-System befanden sich Anodenpuffer und
Kathodenpuffer raumlich voneinander getrennt. Fixiert wurden die Proteinbanden nach
der Elektrophorese vier Stunden mit dem Fixierpuffer (Tabelle 16). Zur
Grofenbestimmung der detektierten Proteinbanden wurde ein Grof3enmarker in jedem

Gel mit Proteinen unterschiedlicher Grof3e eingesetzt.

2.2.2.6.2 Kolloidale Coomassie Farbung

Die kolloidale Coomassie Farbung ist eine Methode zur Detektion von elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen. Durchgefithrt wurde die Farbung mit kolloidalem Coomassie
nach V. Neuhoff et al. [129]. Hierzu wurden 80 mL Stock Solution A mit 20 mL
Methanol und 2 mL Stock Solution B intensiv gemischt (Tabelle 18). AnschlieRend
wurde das Gel in ca. 25 mL dieser Losung 6 Stunden unter Schiitteln bei
Raumtemperatur gefdrbt. Zur Entfirbung des Hintergrundes wurde das Gel
anschlief3end zunachst mit Wasser gewaschen und im Anschluss 1 min. mit 25 % (v/v)

Methanol entfarbt.

Tabelle 18. Verwendete Lésungen fiir die kolloidale Coomassie Férbung.

Bezeichnung Zusammensetzung

Stock Solution A 10% (m/v) Ammoniumsulfat, 2 % (v/v) Phosphorséure in
Wasser

Stock Solution B 5% (m/v) Coomassie Brillant Blue G-250 Losung in Wasser

Entfarbung 25% (v/v) Methanol in Wasser
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2.2.2.6.3 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine Methode zur Detektion von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen. Die Silberfarbung ist 50-100fach sensitiver als die Proteinfiarbung mit
Coomassie Brilliantblau [130, 131]. Die Farbung erfolgte nach dem Silver Stain Kit
Protokoll der Firma Bio-Rad [132]. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 19
dargestellt. Die einzelnen Arbeitsschritte mit Reaktionszeiten sind in der Tabelle 20
aufgelistet. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das Gel in 5% Essigsaure (v/v)

gelagert.

Tabelle 19. Verwendete Lésungen fiir die Silberfdrbung.

Bezeichnung Zusammensetzung

Entwicklungsldsung Natriumcarbonat 2% (m/v), Paraformaldehyd in Wasser
Fixierlosung 1 Methanol 40 % (v/v), Essigsaure 10 % (v/v)

Fixierlosung 2 Ethanol 10% (v/v), Essigsaure 5% (v/v)

Oxidationspuffer Kaliumdichromat, Salpetersdure in Wasser
Silberreagenz Silbernitrat 0,1% (m/v)

Stopplésung Essigsaure 5% (v/v)

Tabelle 20. Durchfiihrungsprotokoll der Silberfdrbung von SDS-PAGE Gelen.

Arbeitsschritt Reagenzien Zeit

1. Fixierung Fixierlosung 1 30 min.
Fixierlosung 2 2 x 15 min.

2. Oxidation Oxidationspuffer 5 min.

3. Waschen Wasser 15 min.

4. Silberfarbung Silberreagenz 20 min.

5. Waschen Wasser 30 sek.

6. Entwicklung Oxidierlosung 2 x 5 min.

7. Reaktionsstopp Stopplésung 15 min.
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2.2.2.7 Tryptischer In-Gel Verdau

Der tryptische In-Gel Verdau ist eine Methode zur Vorbereitung von Proteinen aus
einem Elektrophorese-Gel fiir die Massenspektrometrie. Fiir den tryptischen Verdau
wurde das In-Gel Tryptic Digestion Kit genutzt. Nach dem Ausschneiden der
betreffenden Proteinbanden aus dem SDS-PAGE Gel mit einem Skalpell wurden die
Gelstiicke zunachst mit 200 uL. Waschpuffer zwei mal fiir 30 min. bei 37°C bis zur
Entfarbung gewaschen. Anschliel3end werden die Disulfid-Briicken 10 min. bei 60°C mit
30uL Reduzierungspuffer reduziert und im Anschluss 60 min. unter Lichtausschluss mit
30 uL Alkylierungspuffer alkyliert. Die Gelstiicke werden nach 1h zweimal fiir 15 min.
bei 37°C mit 200 uL. Waschpuffer gewaschen, mit 50 uL Acetonitril (ACN) fiir 15 min.
geschrumpft, 10 min. bei Raumtemperatur getrocknet und anschlie@end mit aktivierter
Trypsinlosung fiir 12h bei 30°C tryptisch verdaut. Zum Abstoppen der Reaktion wurde
nach Entfernen der Trypsinlosung 10 uL 1% (v/v) Trifluoressigsdaure genutzt(Tabelle

21). Die Uberstinde wurden vereinigt und bei 4°C gelagert.

Tabelle 21. Verwendete Lésungen fiir den tryptischen In-Gel Verdau.

Bezeichnung Zusammensetzung

Alkylierungspuffer 45 mM lodacetamid in Wasser

Reduzierungspuffer 50 mM Tris[2-carboxyethyl]phosphin (TCEP) in 25 mM
Ammoniumbicarbonat

Aktivierte Trypsinldsung 10 ng modifiziertes Trypsin in 25 mM Ammoniumbicarbonat

Waschpuffer 80 mg Ammoniumcarbonat in 20 mL ACN + 20 mL Wasser

2.2.2.8 Deglykosylierung von Mauritanicain

Die Proteinglykosylierung ist eine essentielle posttranslationale Modifikation von
Sekretorischen- und Membranproteinen mit Kohlenhydraten, welche in allen
Eukaryoten stattfindet. Dabei konnen Oligosaccharide sowohl an Serin oder Threonin
(O-Glykane), als auch an Asparagin (N-Glykane) stattfinden. Im Gegensatz zu Sdugern
und Hefen unterscheiden sich in Pflanzen die spiaten N-Glykan-Reifungsschritte am
Golgi-Apparat signifikant. Proteine werden dort mit komplexen N-Glykanen mit B1,2-
verkniipfter Xylose-, al,3-verkniipfter Fucose glykosyliert [133].

Fir die N-Deglykosylierung wurde die N-Glykosidase PNGase A von New England

Biolabs genutzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Anweisung des Herstellerprotokolls.
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Abweichend zum Herstellerprotokoll wurde die Probe mit PNGase A 5h bei 37°C
inkubiert (Tabelle 22). Die Proben wurden bei 4°C gelagert. Eine Einheit PNGase A
(U/mL) ist definiert als die Menge an Enzym, die erforderlich ist, um mehr als 95% des
1 ug denaturiertes rekombinantes Avidin (aus Mais) in einer Stunde bei 37°C in einem

Gesamtreaktionsvolumen von 10 uL zu deglykosylieren [134].

Tabelle 22. Verwendete Puffer fiir die Deglykosylierung von Mauritanicain.

Bezeichnung Zusammensetzung

Denaturierungspuffer (10x) 0,5% SDS, 40 mM DTT in Wasser

GlycoBuffer 3 (10X) n.A.

NP-40 1% NP-40 in MilliQ-Wasser

Waschpuffer 80 mg Ammoniumcarbonat in 20 mL ACN + 20 mL Wasser

2.2.2.9 de-novo-Proteinsequenzierung

Die de-novo-Proteinsequenzierung (de novo: lat. von neuem) ist ein Verfahren zur
Strukturaufkldrung von Proteinen, ohne Informationen iiber Aminosduresequenz und
genetische Informationen zu besitzen. Bei der de-novo-Proteinsequenzierung erfolgt im
ersten Schritt eine Zersetzung von Proteinen durch Trypsin in Peptidfragmente, welche
dann mit Hilfe massenspektrometrischer Untersuchungen analysiert werden. Die
erhaltenen Informationen iiber die Peptidsequenzen bilden dann die Grundlage fiir die
Bildung unspezifischer (degenerierter) Primer, um das Protein auf genetischer Ebene
zu entschliisseln. Die Kombination aus gentechnischen und massenspektrometrischen
Untersuchungen bildet fiir die de-novo Proteinsequenzierung die Grundlage der

vorliegenden Arbeit.
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2.2.2.9.1 MALDI-TOF-MS/MS

Die Methode der Matrix—Assistierte Laser—-Desorption—lonisierung — time of flight —
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS/MS), auch Tandem MS
genannt, ist eine analytische Methode zur Charakterisierung von Peptiden und
Proteinen [135, 136]. In der MALDI-TOF-MS/MS konnen die erhaltenen
Peptidfragmente ein zweites Mal fragmentiert werden, um genauere Aufschliisse {iber
die Aminosdurezusammensetzung zu erhalten. Durch das erste Massenspektrometer
werden die Ionen (Mutter-lonen; Eltern-Ionen, parent ions oder Vorlaufer-lonen,
precursor-ions) flr die Fragmentierung isoliert. Durch St6[3e mit einem Reaktandengas
(Helium, Stickstoff) zerfallen sie in Fragment-lonen (fragment ions; Tochter-Ionen), die
dann von einem zweiten Massenspektrometer analysiert werden. Beim Fragmentieren
der Peptide brechen diese an ihrer Amidbindung, es entstehen b- und y-Fragmente. Ein
y-Fragment bezeichnet das Bruchstiick, welches den C-Terminus besitzt und sich in
einem neutralen Zustand befindet. Durch Hinzufiigen von zwei Protonen erhélt das
Bruchstiick eine positive Ladung, damit das Fragment im Massenspektrometer
detektiert werden kann. Das erste y-Fragment einer Peptidsequenz tragt die Masse der
jeweiligen Aminosdure inklusive der Masse von Wasser (18) und einem Proton
(Mgee =My pinosiure T Mizo+1). Fragmente, die den N-Terminus enthalten, werden als b-
Fragmente bezeichnet. Das erste b-Fragment einer Peptidsequenz tragt die Masse der
Aminosédure inklusive einem Proton (mg.,=m,uiesuet 1) (Abbildung 17). Aus den
Differenzen der im Massenspektrum detektierten Signale lasst sich ableiten, welche

Aminosauren sich im Peptid befinden.
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Abbildung 17. Nomenklatur fiir Sequenz-lonen in der Massenspektrometrie von Peptiden nach Roepstorff und

Fohlman [137].
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Die Massenspektrometrie Versuche wurden in enger Zusammenarbeit mit Dr. Christoph
Weise vom Institut fiir Chemie und Biochemie der FU-Berlin durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Probe mit einem Festplattenlaser der Wellenldnge
von 320 nm beschossen. Der Beschuss des Lasers fithrt zu einer schlagartigen
Verdampfung der a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure und zur Ionisation der Peptide. Die
entstandenen Peptide wurden in einem elektrischen Feld beschleunigt, reflektiert und
gelangten zuletzt auf den Detektor, wo sie mit ihrem Aufschlag einen elektrischen
Impuls auslosten. Im Detektor wurde der Quotient aus der Masse der ionisierten Peptide
(m) und Ladung (z) nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhéltnis (m/z) detektiert, indem
sie zuvor durch ihre effektive Flugzeit in Abhédngigkeit der Spannung sortiert wurden.
Die Messung wurde mit einem Ultraflex-II TOF/TOF Massenspektrometer, ausgestattet
mit einem Smart-beam™-Laser und einer Spannung von 20kV im positiven Reflektor-
Modus und einer effektiven Flugstrecke von 200 cm durchgefiihrt. Der Reflektor-Modus
fiihrte zu einer Verstdrkung und Sensitivierung des Messsignals. Das Spektrometer
wurde mit dem Peptid-Standard II kalibriert (Tabelle 23). Ausgewertet wurden die
Spektren mit dem Programm FlexAnalysis (Version 2.4, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen). Zum Abgleich der erhaltenen Spektren wurden die Proteindatenbanken
UniProt [138] und NCBInr [139] genutzt. 1L der Probe aus dem tryptischen Verdau
(2.2.2.7) wurden mit 1L geséattigter a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure-Losung (gesattigt in
Acetonitril, 0,1% TFA, 70:30,v/v) vermischt. 1 uL Probelésung wurde per dried-droplet-
Verfahren auf einer polierten Stahlplatte aufgetragen und analysiert. Die Spektren
wurden im Massenbereich 800 — 4000 Da (MS und MS/MS) oder 3.000-100.000 Da
(Massenbestimmung) im positiven Reflektormodus (RP_PepMix) aufgenommen. Jede
Proteinbande wurde in zwei wunabhingigen Versuchen aus der Gelmatrix
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mittels MALDI-TOF-MS/MS bestimmt. MS/MS-
Spektren von ausgewadhlten tryptisch verdauten Peptiden wurden im LIFT-Modus

gewonnen [140].
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Tabelle 23. Peptide des Peptid-Standards I, Bruker Daltonik GmbH, Bremen und deren Masse-zu- Ladung-

Verhdltnis [141].

Peptid [M+H+]-m/z
Bradykinin (1-7) 757,39916
Angiotensin Il 1.046,5418
Angiotensin | 1.296,7848
Substanz P 1.347,7354
Bombesin 1.619,8223
Renin-Substrat 1.758,93261
ACTH-clip (1-17) 2.093,0862
ACTH-clip (8-39) 2.465,1983
Somatostatin (28) 3.147,471

2.2.2.9.2 ISD-MALDI-TOF-MS

Eine Variante der MALDI-TOF-MS stellt die In source decay (ISD)-MALDI-TOF-MS dar.
Voraussetzung fiir die ISD-MALDI-TOF-MS ist ein intaktes, isoliertes und aufgereinigtes
Protein, welches in moglichst hoher Konzentration zur Verfiigung steht. Diese Methode
der MS basiert auf empirisch gestiitzten Versuchen und stellt eine Moglichkeit der
Sequenzierung von C- und N-terminalen Enden eines Proteins dar. Bei dieser Methode
ist es nicht vorauszusagen, ob und welcher Terminus bestimmt werden kann, da in der
ISD-MALDI-TOF-MS bei jedem Protein abhédngig der Disulfidbriicken und tertidren
Strukturen unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden.

Zur Erzeugung der c- und (y+2) - Sequenz-lonen wurde die Matrix 1,5-Diamino-
naphthalen (1,5-DAN) verwendet (20 mg/ml 1,5-DAN in 50% Acetonitril / 0.1 % TFA).
Die Proben wurden mittels dried-droplet-Methode aufgetragen. Die Spektren wurden
im Massenbereich 800 - 4000 Da im positiven Reflektormodus (RP_PepMix)

aufgenommen.
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2.2.2.10 In silico Homologiemodell von Mauritanicain

Das Homologiemodell wurde in Zusammenarbeit mit Szymon Pach aus der
Arbeitsgruppe ,molekulares Wirkstoffdesign“ von Prof. Dr. G. Wolber (FU-Berlin,
Abteilung fiir pharmazeutische Chemie) mit dem Swiss-Model Server erstellt [142].
Dazu wurde fiir das Homologiemodell von Mauritanicain die Subtilisin-dhnliche
Protease aus der Tomate (Solanum lycopersicum L., Solanaceae Juss., pdb-Code: 3i74
[143]) und Cucumisin aus der Zuckermelone (Cucumis melo L., Cucurbitaceae Juss.,
pdb-Code: 3vta [41]) als Vorlage genutzt. Zur Bildung des finalen Homologiemodells

wurde das Protein 3i74 genutzt.

2.2.2.11 Molekulares Dynamik Modell von Mauritanicain

In Zusammenarbeit mit Szymon Pach aus der Arbeitsgruppe ,molekulares
Wirkstoffdesign“ von Prof. Dr. G. Wolber (FU-Berlin, Abteilung fiir pharmazeutische
Chemie) wurde ein molekulares Dynamik Modell von Mauritanicain angefertigt. Die
Molekiildynamiksimulation wurde mit dem Programm Desmond 5.1 durchgefiihrt
[144]. Das System wurde als isotherm-isobares Ensemble (NPT-Ensemble) aufgebaut,
das Proteinwasserstoffbindungsnetzwerk wurde optimiert, eine kubische Box (Grol3e:
12 A) gewahlt, gefiillt mit SPC-Wasser (Simple point-charge) und neutralisiert durch
Zugabe von Natriumionen [145]. Natriumchlorid mit einer Konzentration von
0,15 mol/L wurde zur Isotonisierung des Systems zugegeben. Die Temperatur wurde
auf 300 K und der Druck auf 1,01325 bar eingestellt. Eine Equilibrierung des Systems
wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Simulationen wurde unter
Verwendung des OPLS-2005-Kraftfelds in dreifacher Ausfithrung mit periodischen
Randbedingungen fiir 100 ns und 1000 Frames fiir jeden Lauf durchgefiihrt. Das
Maestro Simulationsereignistool (Version 2017-3) wurde zur Berechnung der root-

mean-square fluctuation of atomic position (RMSF) von C.- Atomen verwendet.
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2.2.2.12 Engyme-linked Immunosorbent Assay

Das Engyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist eine Methode zur Quantifizierung
von Proteinen mittels Antikorpern. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-
ELISA durchgefiihrt. In einem Sandwich-ELISA kann durch die Bindung eines Analyten
an einem in einer 96-well Platte gebundenen Fangantikorper ein weiterer mit Substrat
gekoppelter Detektionsantikorper an dem Analyten binden, wodurch im letzten Schritt
eine enzymatisch katalysierte Farbreaktion realisiert werden kann. Die umgesetzte
entstandene Farbintensitét ist proportional zur Menge an gebundenen Analyten und
kann dadurch quantitativ ausgewertet werden [146].

In der vorliegenden Arbeit wurde das BD OptEIA™ Set Human IL-8 der Firma Becton
Dickinson genutzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Von jedem
Analyten wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die verwendeten Losungen
sind in Tabelle 24 aufgelistet. Abweichend zur empfohlenen Durchfiihrung wurde fiir
die Verdiinnungsreihe serumfreies Basalmedium genutzt (Tabelle 11). Die Detektion
erfolgte mittels Tecan® Mikroplattenleser bei einer Absorption von 450 nm und einer

Korrektur von 570 nm vermessen [147].

Tabelle 24. Verwendete Losungen im ELISA.

Bezeichnung Zusammensetzung

Assay Verdunnungspuffer ProClin™-150

Coating Puffer 0,1 M Natriumcarbonat, pH 9,5

Stopp-Lésung 1M Phosphorsaure

Substrat Reagenz A Hydrogenperoxid (gepuffert)

Substrat Reagenz B 3,3/, 5,5 Tetramethylbenzidin (TMB) in organischem

Losungsmittel
Waschpuffer (20x) ProClin™-150

54



MATERIAL UND METHODEN

2.2.2.13 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, welches urspriinglich zur Vermessung
einzelner Zellen durch Hilfe einer elektrischen Spannung oder eines Lichtstrahls dient.
Das Cytometric Bead Array (CBA) stellt ein Verfahren dar, welches es erlaubt, einen oder
mehrere 16sliche Analyten, in diesem Fall Cytokine bzw. Proteine, zu detektieren. Das
Prinzip der Messung beim CBA mit Hilfe von Fanger-Kiigelchen (Capture Beads)
realisiert (Durchmesser: 7,5 um). Diese Kiigelchen sind mit spezifischen
Bindungsantikorpern fiir unterschiedliche Proteine konjugiert. Fiir die Fluoreszenz der
Kiigelchen wird Allophycocyanin (APC) genutzt. Alle Cytokin-spezifischen Kiigelchen
haben eine unterschiedliche Fluoreszenzintensitdt wodurch sie direkt dem jeweiligen
Analyten zugeordnet werden konnen. Als Nachweisreagenz dienen mit Phycoerythrin
(PE)-konjugierte Detektionsantikorper, welche ein Fluoreszenzsignal proportional zur
gebundenen Menge des Analyten liefern [148]. Wenn die konjugierten Kiigelchen mit
einem Analyten reagieren, entsteht dabei ein Sandwich-Komplex (Capture Bead —
Analyt — Detektionsantikorper). Diese Komplexe werden bei der Durchflusszytometrie
einzeln vermessen und die Konzentration an gebundenen Analyten bestimmt
(Abbildung 18). Durch diese Methode kann ein komplexes System mit bis zu 30
unterschiedlichen Parametern und einem geringen Probenvolumen (25-50 uL)

vermessen werden [149, 150].
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Abbildung 18. Schematische Darstellung des Cytometric Bead Array (CBA).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Vermessen der Zelliiberstinde das CBA human
inflammatory cytokines Kit der Firma Becton Dickinson genutzt. Mit diesem Kit kann IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70 und TNFa nachgewiesen werden. Die Durchfithrung
wurde nach Angaben des Herstellerprotokolls durchgefiihrt [148]. Die Verstarkung des
APC-Signals betrug 100, die Verstarkung des PE-Signals 22. Die Proben wurden mit
einer Flussrate von 30 uL/min solange vermessen, bis 1800 Events detektiert wurden.
Die Ergebnisse wurden mit der FCAP Array™ Software Version 3.0 von der Firma

Becton Dickinson ausgewertet.
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2.2.3 Gentechnische Untersuchungen

2.2.3.1 Isolierung von RNA aus E. mauritanica

Zur Isolierung von RNA aus E. mauritanica wurde zunéchst ein ca. 2 cm grof3es Stiick
Sprossachse aus frischen Seitentrieben mit einem sterilen Skalpell abgeschnitten und
sofort in fliissigem Stickstoff gelagert. Die Probe wurde anschlieend in fliissigem
Stickstoff fein gemorsert, so dass die sie zu keiner Zeit aufgetaut war. Anschlief3end
wurden ca. 300 mg Probe in ein 1,5 mL Eppendorf Gefal3 tiberfiihrt und mit 1 mL TRIzol
Reagent™ auf Eis gemischt und lysiert. Im nédchsten Schritt wurden 0,2 mL Chloroform
hinzugegeben, 30sek. gemischt und 5 min. auf Eis ruhen gelassen. Im Anschluss wurde
die Probe fiir 15min. bei 4°C und 12.000 * g zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefal® iiberfithrt und mit 500 uL. 0,8 M Natriumcitrat und 1,2 M
Natriumchlorid versetzt, vorsichtig vermischt und mit 250 uL. 100% Isopropanol gut
gemischt und 15 min. bei Raumtemperatur gelagert. Im Anschluss wurde erneut fiir 15
min. bei 4°C und 12.000 * g zentrifugiert. Der erhaltene Riickstand wurde zweimal mit
1 mL 75 % Ethanol (-20°C) gewaschen, der Ethanol entfernt und der Riickstand ca.
5min. an der Luft getrocknet. Der Riickstand wurde in 10 uL. DEPC Wasser gelost und
im néchsten Schritt mit dem RNAqueous® Isolation Kit aufgearbeitet [151]. Dazu wurde
die erhaltene Losung in 200 uL Lysis/Binding Puffer gelost und im gleichen Verhiltnis
mit 64 % Ethanol gemischt. Die Proben wurden fiir 20 sek. bei 18.626 * g durch eine
Filtereinheit zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Die RNA, welche sich in der
Filtereinheit befindet, wurde im né&chsten Schritt mit 700 uL. des Waschpuffers 1
gewaschen und fiir 20 sek. bei 18.626 * g zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut
verworfen. Im Anschluss wurde noch zwei Mal mit dem Waschpuffer 2/3 gewaschen
und erneut zentrifugiert. Die RNA wurde in zwei Schritten mit Elutionslosung (77 °C)
eluiert. Im ersten Elutionsschritt wurden zundchst 55 uL der Elutionslosung auf den
Mittelpunkt der Filtereinheit gegeben und erneut fiir 20 sek. bei 18.626 * g zentrifugiert.
Im zweiten Schritt wurden 25 uL auf die Filtereinheit gegeben und fiir 20 sek. bei
18.626 * g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die RNA mittels fotometrischer

Quantifizierung auf Reinheit und Gehalt kontrolliert (2.2.3.3).
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2.2.3.2 Isolierung von RNA aus humanen adhérenten Zellen

Fiir die Isolierung der RNA aus adhérenten Zellen wurde das High Pure RNA Isolation
Kit der Firma Roche genutzt. Im ersten Schritt wurden die Zellen mit 6 mL PBS
gewaschen und mit 3 mL Trypsin/EDTA von der Kultivierflasche gel6st. Nach
vollstdndigem Ablosen der Zellen von der Flaschenmatrix wurde die erhaltene
Zellsuspension mit 7 mL DMEM vermischt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 10°
Zellen in ein Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die Suspension wurde 5 min. bei 3.000 * g
zentrifugiert, der erhaltene Uberstand abgenommen und verworfen. Der erhaltene
Zellriickstand wurde in 200 uL PBS resuspendiert und mit 400 uL Lysis/Binding-Puffer
versetzt. Nach 15 sek. intensivem Mischen wurde die erhaltene Losung auf die im Kit
erhaltene Filtereinheit gegeben und fiir 15 sek. bei 8.000 * g zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die genomische DNA (gDNA) fiir 15 min. mittels DNase in Inkubationspuffer
entfernt. Nach beendeter Reaktion wurden 500 L. Waschpuffer I auf die Filtereinheit
pipettiert und erneut fiir 15 sek. bei 8.000 * g zentrifugiert. Ein zweiter Waschschritt
erfolgte mit zundchst 500 pwL. Waschpuffer II und Zentrifugation fiir 15 sek. bei
8.000 * g, gefolgt vom letzten Waschschritt mit 200 uL. Waschpuffer II und einer
Zentrifugation von 2 min. bei 13.000 * g. Von der Filtereinheit eluiert wurde die RNA
im letzten Schritt durch Zugabe von 75 uL Elutionspuffer und einer Zentrifugation von
1 min. bei 8.000 * g. Die isolierte RNA befand sich im Eluat und wurde in ein 0,5 mL

LoBind Eppendorf Reaktionsgefal} {iberfiihrt.

2.2.3.3 Quantifizierung von RNA

RNA wurde mittels einer 1 mm Kiivette durch Absorption bei den Wellenldgen 230 nm,
260 nm und 280 nm und einem Faktor von 40 bestimmt. Dabei wurde ein
Absorptionsspektrum von 226 nm bis 350 nm aufgenommen. Der Quotient aus
A260/A280, sowie A260/A230 musste fiir ausreichende Reinheit der RNA bei ca. 2,00

liegen.
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2.2.3.4 Quantifizierung von DNA

DNA wurde mittels einer 1 mm Kiivette durch Absorption bei den Wellenldgen 230 nm,
260 nm und 280 nm und einem Faktor von 50 bestimmt. Dabei wurde ein
Absorptionsspektrum von 226 nm bis 350 nm aufgenommen. Der Quotient aus

A260/A280, sowie A260/A230 muss bei sauberer DNA bei ca. 1,80 liegen.

2.2.3.5 Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription der mRNA in cDNA wurde das Maxima H Minus First
Strand cDNA Synthese Kit genutzt. Fiir die Transkription wurden 0,8 ug Gesamt-RNA
eingesetzt. Mittels DNase wurde im ersten Schritt 2 min. bei 37°C gDNA eliminiert. Im
zweiten Schritt wurde mRNA mit 100 pmol oligo (dt),gPrimer, 0,5 mM dNTP mix,
Maxima H Minus Enzym Mix und Nuklease-freiem-Wasser in einem 20 pL Ansatz zu
cDNA umgeschrieben. Der Ansatz wurde zunichst fiir 30 min. bei 50°C und im
Anschluss sofort fiir 5 min. auf 85°C erhitzt, um die Reaktion zu beenden. Die

transkribierte cDNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine schnelle und sensitive Methode zur
selektiven Amplifikation von DNA [152, 153]. Zur Vorbereitung einer PCR wird RNA
aus Gewebe isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgewandelt (2.2.3.5),
welche dann mittels DNA Polymerase in ihren spezifischen Abschnitten amplifiziert
werden kann. Durch jeden Amplifizierungsschritt verdoppelt sich die Menge der DNA.
Die drei wesentlichen Schritte einer PCR bestehen aus Denaturierung,
Primerhybridisierung (Annealing) und Elongation [154]. Im ersten Schritt einer PCR
wird die DNA bei 98°C denaturiert, um im nédchsten Schritt bei primer-spezifischen
Temperaturen die Primerhybridisierung durchzufithren. Im letzten Schritt der PCR
findet die Elongation der offenliegenden DNA statt, welche bei 72°C erfolgt. Im Rahmen
der angefertigten Doktorarbeit wurde das Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.) genutzt. Die Phusion Polymerase hat im Vergleich zur
herkémmlichen Taq DNA Polymerase eine 50x niedrigere Fehlerrate in der
Amplifikation. Ein zweiter Vorteil der Phusion Polymerase ist, dass sie sogenannte blunt

ends produziert, welche fiir die weitere Sequenzierung von Vorteil sind [155].
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Die eingesetzten Konzentrationen der Primer und Chemikalien richteten sich nach den
Empfehlungen des Herstellers (Tabelle 25). In den folgenden Tabellen (Tabelle 26 und
Tabelle 27) sind die zu den Versuchen verschiedenen PCR Protokolle aufgefiihrt. Die

verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 25. Zusammensetzung der 20 uL PCR.

Komponente Zielkonzentration
Wasser ad 20,0 pL

5x Phusion HF Puffer 1x

10 mM dNTPs 200 uM pro Nukleotid
5’-Primer 0,5 uM

3’-Primer 0,5 uM

cDNA Probe 10%

Phusion DNA Polymerase 0,02 U/uL

Tabelle 26. PCR-Protokoll zur Amplifikation der cDNA von PAR2 aus humanen Zellen.

Temperatur [in °C] Zeit [in sek.] Nummer der Zyklen
Initiale Denaturierung 98 180 1
1. Amplifikation 98 30
70 30 5
72 30
2. Amplifikation 98 30
64,5 30 35
72 30
Finale Extension 72 300 1
4 oo

Tabelle 27. PCR-Protokoll zur Amplifikation der cONA von Mauritanicain.

Temperatur [in °C] Zeit [in sek.] Nummer der Zyklen
Initiale Denaturierung 98 30 1
Amplifikation 98 10
60* 30 40
72 30
Finale Extension 72 120 1
4 oo

* Die Annealing-Temperatur wurde spezifisch den unterschiedlichen Primern angepasst
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2.2.3.6.1 RACE-PCR

Die rapid amlification of cDNA-ends (RACE)-PCR stellt eine Methode zur
Strukturaufkldrung des 3’- und 5’- Endes der DNA dar. Fiir die RACE-PCR wurde das
FirstChoise® RLM-RACE Kit genutzt. Bei der 3-RACE-PCR wird an das Poly-A Ende der
mRNA wéhrend der reversen Transkription ein Adapterprimer an die cDNA verkniipft,
welcher dann in der folgenden PCR mit dem spezifischen antisense 3’-RACE
Adapterprimer und dem genspezifischen Primer Mau 3 amplifiziert werden kann
(Tabelle 9). Die 5’-RACE-PCR wurde als nested-PCR (verschachtelte-PCR) durchgefiihrt.
Bei der nested-PCR wird im ersten Schritt eine klassische PCR durchgefiihrt, deren
Produkt das Edukt fiir eine zweite PCR bildet. Die Primer der zweiten PCR binden dann
weiter innerhalb der DNA des ersten PCR-Produktes. Dadurch erhélt man eine hohere
Konzentration der PCR Produkte, welche dann fiir Analysezwecke besser zu verwenden
sind. In der 5’-RACE-PCR wurde fiir die erste PCR Mau_4 als Primer und in der zweiten
PCR Mau 5 eingesetzt (Tabelle 9). Die reverse Transkription wurde nach
Herstellerinformationen durchgefiihrt. Fiir die PCR wurde das Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) genutzt. Die 3’- und 5-RACE-PCR
wurde nach dem PCR-Protokoll zur Amplifikation der cDNA von Mauritanicain

durchgefiihrt (Tabelle 27).
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2.2.3.7 Modulierung degenerierter Primer

Als Vorlage zur Modulierung der degenerierten Primer dienten die erhaltenen
Peptidsequenzen aus den MALDI-TOF-MS/MS sowie ISD-MALDI-TOF-MS Versuchen.
Die Modulierung der degenerierten Primer zur Strukturaufklarung von Mauritanicain
erfolgte nach den folgenden Regeln:

« Das Verhiltnis von Guanin/Cytosin zu Adenin/Thymin sollte zwischen 50 - 65%
liegen.

 Die Schmelztemperatur (T,) von forward und reversed Primer sollte nicht mehr als
2°C voneinander abweichen.

« Die Lange der Primer sollte zwischen 18 — 23 Basen betragen. Die Lange der Primer
wurde der T,; angepasst werden.

« Die zwei ersten und letzten Basen sollten entweder aus Guanin oder Cytosin bestehen.
e Die Primer durften nicht mehr als 512 degeneriert (Degenration = Produkt der
moglichen Anzahl von Basentriplets je zu codierender Aminosiure) sein.

¢ Die Primer wurden nach der IUPAC Nomenklatur benannt.
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2.2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde genutzt, um die Reinheit von RNA und DNA aus
der PCR zu iiberpriifen und selektiv PCR-Produkte zu isolieren. Durch ihre
Phosphatgruppen sind die Nukleinsduren negativ geladen. Weil jede Base eine negative
Ladung tragt, ist das Verhéltnis zwischen Ladung und GréRe proportional, weshalb
kleinere Molekiile schneller durch das Gel diffundieren, als grof3ere [156]. Die Grof3e
der Poren des Agarosegels richtet sich nach der Konzentration der Agarose. Fiir das
Agarosegel wurde 1-2% Agarose (m/v) in TAE-Puffer (Tabelle 28) unter Hitze geldst
und nach Abkiihlen auf ca. 70°C mit Ethidiumbromid (ca. 0,0002 % v/v) versetzt. Zur
Analyse von RNA wurde 10 uL Probe mit 10 uLl. RNA Loading Dye Puffer gemischt und
fiir 10 min. auf 70°C erhitzt. Nach dem Erhitzen wurde die Probe sofort fiir 5 min. auf
Eis gekiihlt und im Anschluss in die Taschen des Agarosegels aufgetragen. Mit einer
konstanten Spannung von 130V wurde die Probe fiir 45 min. aufgetrennt.

Zur Visualisierung der DNA-PCR-Produkte wurden 20 ul. PCR-Probe mit 5 ul. DNA
Electrophoresis Sample Loading Dye versetzt. 20 uL dieser Losung wurden jeweils in die
Taschen des Agarosegels aufgetragen und bei konstanter Spannung von 130V fiir

45 min. aufgetrennt.

Tabelle 28. Verwendete Lésungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese.

Bezeichnung Zusammensetzung

TAE-Puffer 40mM Tris-HCl, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA in sterilem
DCEP-Wasser

2.2.3.9 Isolation von PCR-Produkten aus dem Agarose-Gel

Zur Isolation der PCR-Produkte aus dem Agarosegel wurde das Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit genutzt. Dazu wurden die gewiinschten PCR Banden mit einem sterilen
Skalpell ausgeschnitten und mit 300 uL ,,ADB Extraktionspuffer” fiir 10 min. bei 50°C
gelost. Im ndchsten Schritt wurde das geloste Gel durch die Filtereinheiten fiir 30 sek.
bei 12.000 * g zentrifugiert und im Anschluss zweimal mit 200 ul. Waschpuffer

gewaschen. Im letzten Schritt wurde die DNA mit 10 uL. Wasser eluiert.
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2.2.3.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde durch die Firma LGC Genomics GmbH durchgefiihrt
[157]. Die Sequenzierung nach Sanger wird auch als Kettenabbruch- oder
Didesoxynucleotidverfahren bezeichnet. Die DNA-Amplifikation wird in diesem
Verfahren parallel in vier Mikroreaktionsgefifden mit Matrizen-DNA, spezifischen
Primer, DNA-Polymerase und allen vier 2’-Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTPs)
durchgefiihrt. In jedem der vier Mikroreaktionsgefil3e befindet sich neben den dNTPs
ein jeweiliges 2’,3’-Didesoxynucleotidphosphat (ddNTPs: ddATP, ddCTP, ddTTP,
ddGTP). Wird durch Zufall eines dieser ddNTPs eingebaut, kommt es zum
Kettenabbruch, da aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxygruppe kein weiteres dNTP in
dem DNA-Fragment eingebaut werden kann. Es entstehen Gemische aus
unterschiedlich langen DNA-Fragmenten, die der Grofle nach in einer
Kapillarelektrophorese getrennt und fluorimetrisch detektiert werden. So kann die
DNA-Sequenz sukzessive analysiert werden. Die Ergebnisse wurden mit der Software

4peaks (Version 1.8, OSX 10.13.3) ausgewertet.

63



MATERIAL UND METHODEN

2.2.4 Zellbiologische Methoden
2.2.4.1 Hautmodelle

Die humanen Hautmodelle wurden in Zusammenarbeit mit Anne Eichhorst aus der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Hedtrich (FU-Berlin, Abteilung fiir Pharmakologie)
angefertigt. Die Analyse der Hautmodelle mittels Hiamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Hedtrich
durchgefiihrt. Primidre humane dermale Fibroblasten und primédre humane dermale
Keratinozyten wurden fiir das Hautmodell verwendet. Die Antrdge EA1/345/14,
EA1/081/13 und EA1/227/14 fiir die Gewinnung der primaren Hautzellen wurden am
01.09.2016 von der Ethikkommission der Charité Berlin positiv bewertet. Alle
Patientenproben wurden nach einer schriftlichen Einverstindniserklarung erhalten. Fiir
die Versuche wurden ausschlieBlich anonymisierte Proben verwendet.

Milchsaft zur Stimulation der Hautmodelle aus E. mauritanica wurde im Verhaltnis 1:25
in PBS direkt nach dem Austreten aus der Sprossachse aufgefangen und bei 4°C
gelagert. Um die Koagulation von dem Milchsaft zu verhindern, wurde die
Milchsaftprobe alle 24 h kraftig durchmischt. Die Stimulation der Hautmodelle mit
jeweils 35 uL. Untersuchungslosung betrug 60 min. Als Negativkontrolle diente PBS. Die
Untersuchungslosung wurde zentral auf das Hautmodell aufgetragen.

Nach 60 min. Stimulation wurden die Untersuchungslosungen entfernt und die
Hautmodelle jeweils mit 200 uL. PBS gewaschen. Nach 24 h wurden je Hautmodell
jeweils 200 uL Zellmedium zur Untersuchung entnommen und durch 200 uL frischem
Zellmedium ersetzt. Der Versuch wurde nach 48 h beendet, die Hautmodelle direkt in

-80°C eingefroren und anschlieend mittels HE-Farbung untersucht.
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2.2.4.2 Zytokinsekretion von adhérenten Zellen

Zur Bestimmung der immunologischen Wirkung von Mauritanicain auf HaCaT-Zellen
und primdren juvenilen Fibroblasten wurden zunéchst 100.000 HaCaT-Zellen bzw.
80.000 primdre humane dermale Fibroblasten in einer 24-well Platte mit
Wachstumsmedium (Tabelle 11) iiber 24 h bei 37°C und 5% CO, zum Anwachsen
ausgesit. Um die Zellen in die GO-Phase iibergehen zu lassen, wurde nach 24 h das
Wachstumsmedium entfernt und fiir 24 h mit Basalmedium ersetzt. Nach weiteren
24 h wurde das Medium erneut entfernt und mit jeweils 400 uL. Versuchsmedium
(Basalmedium + Stimulanzien) fiir 60 min. bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach
60 min. wurde das Versuchsmedium abgenommen und die Zellen im serumfreien
Medium fiir 47 h inkubiert. Als Positivkontrolle diente in diesem Versuch die
Stimulation der selektiven PAR2-Agonisten-Peptiden SFLLR-NH, und 2-Furoyl-LIGRLO-
amid fir 48 Stunden. Zur Validierung der Aktivitit von Mauritanicain wurde
Mauritanicain durch Erhitzung fiir 10 min. bei 95°C inaktiviert und in der gleichen
Konzentration getestet. Als Negativkontrolle diente das Basalmedium. Die

Zelliiberstinde wurden abgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Bestimmung von dsDNA in adhédrenten Zellen

Zur Bestimmung der dsDNA an adhédrenten Zellen wurde das FluoReporter® Blue
Fluorometric dsDNA Quantitation Kit genutzt. Die Fluoreszenzlésung mit dem Farbstoff
Hoechst 33258 wurde nach den Instruktionen des Herstellers hergestellt. Der Farbstoff
bindet in einer kleinen Liicke der dsDNA an Adenosin- und Thyminreiche Strukturen.
Dadurch konnen diese fluorimetrisch bestimmt werden. Da die Menge an dsDNA in den
linear zur Zellzahl. Auf die adhérenten Zellen wurde nach Beendigung der Versuche
100 uL. Wasser gegeben. Die Zellen wurden dann 1 Stunde bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert und anschlielfend fiir 30 min. bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen
wurde 100 uL Fluoreszenzlésung hinzugegeben und die Fluoreszenz am Tecan® mit
einer Anregungswellenldnge von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm

bestimmt. Die Messgro3e betragt Fluoreszenzeinheiten (FU).
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2.2.4.4 Immunhistochemische Farbung von PAR2

Die immunhistochemische Farbung ist eine Methode zur Visualisierung von
Proteinstrukturen an verschiedenen Zelltypen. In dieser Arbeit wurden
immunhistochemische Fiarbungen mit Keratinozyten und Fibroblasten, sowie von
Hautmodellen durchgefithrt, um den PAR2 Rezeptor und dessen Lokalisation zu
visualisieren. Die betreffenden Zellen oder Hautabschnitte wurden mit 4%
Formaldehyd fixiert und anschliel3end mit 0,5% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert.
Im Anschluss wurden die Zellmodelle mit Waschpuffer (PBS, enthaltend 0,0025% BSA
und 0,025% Tween® 20) gewaschen und mit Ziegenserum (1:20 in PBS) blockiert. Uber
Nacht wurden die Zellen bei 4°C mit dem primiren Anti-PAR2-Antikérper (1:50 in
Waschpuffer) bzw. 2- (4-Amidinophenyl) -1H-indol-6-carboxamidin (DAPI) inkubiert.
DAPI dient in diesem Versuch zur Visualisierung des Zellkerns. Nach einem
Waschschritt wurden die Schnitte 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundiren Anti-
Maus-IgG Alexa Fluor® 488 Antikorper (1: 400 in Waschpuffer) unter Lichtausschluss
inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte gewaschen, in Roti®-Mount FluorCare
eingebettet und mittels Fluoreszenzmikroskopie (BZ-8000; Keyence, Neu-Isenburg,
Deutschland) analysiert. Die Belichtungszeit fiir PAR2 im griinen Kanal betrug 1/12 s;
fiir die Farbung mit DAPI im blauen Kanal 1/50 s.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchung zur immunmodulierenden- und histologischen Wirkung

von Milchsaft aus E. mauritanica auf humane Hautmodelle

Um die immunmodulierende Wirkung des Milchsaftes von E. mauritanica auf humane
Haut darstellen zu konnen, wurde die Stimulation eines humanen Hautmodells als
Testmodell zur experimentellen Untersuchung der Epidermis genutzt. Um auf
Tierversuche und Versuche am Menschen verzichten zu kénnen, stellt das Hautmodell
ein ideales System zur Untersuchung der immunmodulierenden Eigenschaften von
Testsubstanzen dar [158, 159]. Die Zytokinfreisetzung wurde anhand von zwei
unterschiedlichen Hautmodellen demonstriert. Sowohl die Keratinozyten, als auch die
Fibroblasten stammen jeweils von unterschiedlichen Spendern. Die Hautmodelle
konnten somit als unterschiedlich betrachtet werden und sind zwei individuell
reagierende Systeme, was den physiologischen Gegebenheiten in der Realitét
entspricht. Die Messung der Zytokinfreisetzung in das Zellmedium erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Als Negativkontrolle diente die Stimulation mit sterilem PBS. Fiir
sowohl die Negativkontrolle, als auch die Milchsaftbehandlung, wurden 35 uL
Untersuchungslosung zentral auf das Hautmodell aufgetragen. Beide Hautmodelle
zeigten einen gleichen Freisetzungstrend fir IL-1B, IL-8, IL-12p70 und TNFa. Die
Freisetzung von TNFa und IL-12p70 in beiden Hautmodellen war im Vergleich zur
histologischen Kontrolle nach 48 h erhoht. Die Freisetzung von IL-18 war im Vergleich
zu histologischen Kontrolle nach 24 h in beiden Hautmodellen erhoht, wéahrend die

Freisetzung von IL-8 gehemmt wurde (Abbildung 19, Abbildung 20 und Tabelle 29).

Tabelle 29. Cytokinkonzentrationen mit und ohne Behandlung von Milchsaft an zwei unterschiedlichen

Hautmodellen.

Cytokin Hautmodel A Hautmodel B
Unbehandelt Mit Milchsaft behandelt Unbehandelt Mit Milchsaft behandelt
IL-1R 87,3 pg/mL 12,7 pg/mL 20,6 pg/mL 8,0 pg/mL
IL-8 16.563 pg/mL 24.021 pg/mL 20.188 pg/mL 27.855 pg/mL
IL-12p70 18,1 pg/mL 2,8 pg/mL 8,9 pg/mL Unter der Nachweisgrenze
TNFa 65,0 pg/mL 2,6 pg/mL 14,8 pg/mL Unter der Nachweisgrenze
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Abbildung 19. Zytokinfreisetzung im humanen Hautmodell A mit und ohne Behandlung durch Milchsaft aus E.
mauritanica.
Die Abbildung zeigt die Zytokinfreisetzung aus dem Hautmodell A. Messgroenbestimmung in der

Durchflusszytometrie: n=200 pro Zytokin
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Abbildung 20. Zytokinfreisetzung im humanen Hautmodell B mit und ohne Behandlung durch Milchsaft aus E.
mauritanica.
Die Abbildung zeigt die Zytokinfreisetzung aus dem Hautmodell B. MessgroBenbestimmung in der

Durchflusszytometrie: n=200 pro Zytokin
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Im Anschluss an den Versuch wurde eine HE-Farbung mit den unbehandelten und mit
den Milchsaft-behandelten Hautmodellen durchgefiihrt. Das unbehandelte Hautmodell
zeigte histologisch keine Auffilligkeiten. Die Epidermis im unbehandelten Hautmodell
wies eine Dicke von ca. 130 um auf. Die Zellkerne der Keratinozyten waren rund und
gleichmaélig verteilt. Die Dermis war gleichmaf3ig gefarbt und unbeschadet (Abbildung
21).

Die Epidermis des mit Milchsaft behandelten Hautmodells unterschied sich histologisch
stark zu der Negativkontrolle. Die Dicke der Epidermis in den Hautmodellen betrug ca.
90 um. Die Zellkerne der Keratinozyten waren schmal, flach und ungleichmélig
verteilt, die Dermis aufgelockert und unstrukturiert (Abbildung 22).

Die histologische Farbung zeigte eindeutig eine Verdnderung des Hautgewebes nach
dem Kontakt mit dem Milchsaft im Vergleich zum unbehandelten Hautmodell.

Eine Schadigung des Hautgewebes geht mit physiologischen Reparationsprozessen
einher, welche charakteristischerweise auch Entziindungsreaktionen sind. Aus diesem
Grund ist es nachvollziehbar, weshalb die erhohten Cytokinkonzentrationen im
Medium der behandelten Hautmodelle gefunden wurden. Bemerkenswert in diesem
Zusammenhang ist die Freisetzung von IL-18, denn dieses hochpotente Cytokin fiihrt
z.B. zu einem Anstieg von Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, Akute-Phase-
Proteine und 10st Fieber aus [160]. Eine geringe Erhohung von IL-1f3 hat eine
Immunantwort des Organismus zur Folge.

In diesem Versuch kritisch zu betrachten bleibt die Tatsache, dass es sich bei dem
Hautmodell um ein kiinstliches System handelt, welches ohne Immunzellen und
anderen physiologischen Gegebenheiten auskommen muss. Zwar konnte in diesem
Versuch die histologische Wirkung von Milchsaft auf die humane Haut realitdtsnah
nachgestellt werden, als ausreichendes System zur Bestimmung der Immunantwort im
menschlichen Organismus kann das Hautmodell jedoch nur Hinweise liefern. Um
Tierversuche jedoch zu vermeiden war das Hautmodell zum Beantworten der

Fragestellung ausreichend ist.

69



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

-

Abbildung 21. HE-Fédrbung des Hautmodells ohne Behandlung mit Milchsaft aus E. mauritanica.

SC=Stratum corneum; VE=viable Epidermis; DE=Dermis
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Abbildung 22. HE-Fédrbung des Hautmodells nach Behandlung mit Milchsaft aus E. mauritanica.

SC=Stratum corneum; VE=viable Epidermis; DE=Dermis
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3.2 Strukturaufklarung von Mauritanicain

3.2.1 Isolation von Mauritanicain

Nach der Isolation der Gesamtproteine aus dem Milchsaft von E. mauritanica wurde
Mauritanicain zunéchst mittels Ionenaustauschchromatographie isoliert [161]. Die
erhaltenen 1,5 mL Fraktionen wurden auf ihren Proteingehalt [mg/mL], anschlieRend
auf ihre proteolytische Aktivitit [FU] untersucht und in einem Diagramm, nach
aufsteigenden NaCl Gradienten, aufgetragen (Abbildung 23). Die Fraktion mit dem
hochstem Proteingehalt und der hochsten proteolytischen Aktivitit wurde fiir die
weiteren Untersuchungen genutzt. Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, waren in den
Fraktionen 43 und 44 sowohl die proteolytische Aktivitit, als auch der Proteingehalt

am Grof3ten.

45000 450,00
—a—Proteolytische Aktivitat

1 —a—Proteingehalt
40000 ‘ 400,00

35000 350,00
30000 300,00
25000 250,00

20000 200,00

proteolytiche Aktivitat [in FU]
Proteingehalt [in pg/mL]

15000 150,00

10000 100,00

5000 50,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Fraktion

I w/oNaCl I 0,05MNaCl | 0,1 M Nacl | 0,15 M NaCl | 0,2MNaCl | 0,4 M NaCl | 1 MNaCL

Abbildung 23. Proteolytischer Aktivitét und Proteingehalt in den Fraktionen der lonenaustauschchromatographie.

71



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die ausgewdahlten Fraktionen wurden im Anschluss mittels SEC weiter aufgereinigt
Abbildung 24 zeigt unterschiedliche Fraktionen 44 in der SEC. Teil A der Abbildung
zeigt die Fraktion 44 in der SEC, welche vor der IEC nicht verdiinnt wurde. Teil B der
Abbildung zeigt die Fraktion in der SEC, welche vor der IEC 1:5 mit Phosphatpuffer
verdiinnt wurde. Deutlich zu erkennen ist, dass die Konzentration von Mauritanicain
bei vorheriger Verdiinnung auch um das fiinffache steigt, wohingegen die anderen
Proteine nur geringfligig ansteigen. Eine verbesserte Bindung von Mauritanicain durch
eine geringe Konzentration in der IEC an die Sdulenmatrix scheint hierfiir

verantwortlich zu sein (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Vergleich unterschiedlicher Fraktion 44 in der Gréfsenausschlusschromatographie.
Die Abbildung zeigt die Chromatogramme im Vergleich zweier SECs; das Chromatogramm (A) zeigt die direkt
injizierte Fraktion 44 einer Isolation ohne vorherige Verdiinnung der Latexprobe; das Chromatogramm (B) zeigt
die direkt injizierte Fraktion 44 nach vorheriger Verdinnung (1:5) der Latexprobe; Injektionsvolumen: 200 uL;
Wellenldnge der Detektion: 210 nm; Intensitat: 1 mV=Absorption/1000; Flussrate: 0,15 mL/min; Laufpuffer: 10
mM Phosphatpuffer pH 7; Saule: Discovery BIO GFC 30 cm x 4.6 mm I. D. 5 pm 150 A

Wie Flemmig berichtet, handelt es sich bei den Proteinbanden ca. 38 kDa und ca.
30 kDa um Bestandteile von Mauritanicain, weshalb davon ausgegangen werden
konnte, dass sich diese Bruchstiicke auch in der SEC der Fraktion 44 detektieren lassen
(Abbildung 25; (Bahn 1)) [161]. Der erste in der SEC erhaltene Peak mit der
Retentionszeit von ca. 15,5 min. wurde mit einem 50 kDa cut-off Filter behandelt.
Kleinere Molekiile wurden nach der Behandlung durch den cut-off Filter abgetrennt

und waren in der SDS-PAGE nicht mehr zu detektieren (Abbildung 25; (Bahn 2)).
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Die Optimierung der Isolationsmethode stellte fiir diese Arbeit eine besondere
Schwierigkeit dar, weil Mauritanicain komplett allein isoliert werden musste und
zudem in einer hochkonzentrierten, salzfreien Losung vorliegen musste. Die
beschriebene Isolation von Flemmig war fiir die weiteren MS-Untersuchungen, speziell
fiir die ISD-MALDI-TOF-MS, ungeeignet und musste auf die neuen Anforderungen
angepasst werden. Zu einer erfolgreichen Isolation von Mauritanicain fiihrte die
Verdiinnung des Milchsaftes, da dadurch eine hohere Bindung von Mauritanicain auf
der AcroSep™ DEAE Ceramic HyperD F Sédule der Ionenaustauschchromatographie
erreicht wurde. Somit konnte bei der Elution mit Natriumchlorid die
Proteinkonzentration erhoht werden, was von Vorteil ist, da bei der

Grof3enausschlusschromatographie Proteinverluste zu verzeichnen sind.
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Abbildung 25. SDS-PAGE der lonenaustauschfraktionen 44.
Die Abbildung zeigt die Aufreinigung verschiedener Behandlungsmethoden der lonenaustauschfraktion 44. Bahn
1 zeigt Fraktion 44 direkt nach der lonenaustauschchromatographie ohne weitere Nachbehandlung. Bahn 2 zeigt
den Uberstand der Fraktion 44 nach Filtration mit einem 50 kDa cut-off Filter. Bahn 3 zeigt den ersten Peak nach
ca. 15,5 min. Retentionszeit aus der GroRenausschlusschromatographie. Gelkonzentration: 10 %; Farbemethode:

Silberfarbung; 200V konstant; Trennzeit 45 min.; Temperatur wahrend der Elektrophorese: ca. 8°C.

3.2.1.1 Untersuchung der Ionenaustauschfraktionen mittels MALDI-TOF-
MS

Proteolytisch aktive Fraktionen der Ionenaustauschchromatographie wurden mittels
MALDI-TOF-MS untersucht, um festzustellen, ob die proteolytische Aktivitit von
Mauritanicain oder anderen Proteinen ausgeht. Die Fraktionen mit proteolytischer
Aktivitit wurden mittels SDS-PAGE (Gelkonzentration: 12,5%) aufgetrennt,
ausgeschnitten und tryptisch verdaut. Welche Proteinbanden mittels MALDI-TOF-MS

analysiert wurden, ist in der Abbildung 26 dargestellt.
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Neben Mauritanicain in den Fraktionen 1, 13, 28.1, 28.2, 44 und 57 konnte in der MS
mit dem Protein aus Fraktion 57.2 eine Ubereinstimmung mit D-Mannose bindendem
Lectin aus Euphorbia tirucalli L. gefunden werden. Die MS-Spektren der Fraktionen
57.3, 74 und 85 konnten keinem Protein zugeordnet werden, zeigten zum Teil jedoch
Sequenziibereinstimmungen mit einer Aspartatprotease und einer Pektin Esterase.
Anhand der drei Spektren konnte angenommen werden, dass sie demselben Protein
zuzuordnen sind (Abbildung 29).

Durch die Charakterisierung aller proteolytisch aktiven Fraktionen konnte sichergestellt
werden, dass in dem Milchsaft von E. mauritanica keine anderen Proteasen zugeordnet
werden konnten. Somit konnte fiir die Versuche angenommen werden, dass im Fall von

E. mauritanica das Mauritanicain fiir die proteolytische Hauptaktivitat verantwortlich

ist.
118 kDa
Fol F13 F28.1 F44 F57.1
: - 08k0n
F57.2
F28.2 43 kDa
- F573 F74 F85
R
Fraktion Grole [in kDa] Mogliches Protein
1 74 Mauritanicain
13 74 Mauritanicain
28.1 74 Mauritanicain
28.2 40 Mauritanicain
44 74 Mauritanicain
57.1 74 Mauritanicain
57.2 50 D-Mannose bindendes Lectin (Euphorbia tirucalli)
57.3 35 Nicht identifizierbar — z.T. Ubereinstimmung mit

Aspartatprotease und Pektin Esterase
74 35 Nicht identifizierbar — z.T. Ubereinstimmung mit
Aspartatprotease und Pektin Esterase
85 35 Nicht identifizierbar — z.T. Ubereinstimmung mit
Aspartatprotease und Pektin Esterase
Abbildung 26. SDS-PAGE der proteolytisch aktiven Hauptfraktionen der lonenaustauschchromatographie.
Die Abbildung zeigt die ausgewdhlten proteolytisch aktiven Hauptfraktionen der lonenaustauschchromatographie
und die dazugehorige Zuordnung. Gelkonzentration: 12,5 %; 200 V konstant; Trennzeit 45 min.; Temperatur

wahrend der Elektrophorese: ca. 8°C Farbemethode: Kolloidale Coomassie Farbung tber 12 h.
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Abbildung 27. Vergleich der MS-Spektren der Fraktionen 1, 13, 28.1, 28.2, 44 und 57.1 im Massenbereich [m/z]
zwischen 1200 — 1700.
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Abbildung 28. Vergleich der MS-Spektren der Fraktionen 1, 13, 28.1, 28.2, 44 und 57.1 im Massenbereich [m/z]
zwischen 1700 — 1950.
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Abbildung 29. Vergleich der MS-Spektren der Fraktionen 57.2, 57.3, 74 und 85 im Massenbereich [m/z] zwischen
800 - 2400.
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3.2.2 De-Novo-Proteinsequenzierung von Mauritanicain

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie diente zum einen der Uberpriifung der Isolation
von Mauritanicain aus der SEC und IEC, zum anderen als Vorlage zur weiteren Analyse
mittels MS/MS. Das Massenspektrum der isolierten und tryptisch verdauten
Proteinbande aus der Elektrophorese zeigte das gleiche Fraktionierungsmuster, wie das
isolierte Protein von Flemmig [161]. Als prominente Signale konnten Peptide mit den
m/z 793.33, 859.45, 1286.70, 1305.68, 1624.88, 1838.87 und 2281.04 detektiert
werden (Abbildung 31). Somit konnte im weiteren Verlauf davon ausgegangen werden,
mit dem beschriebenen Mauritanicain zu arbeiten. Im ersten Schritt wurden als
Grundlage fiir das Primer Design die Ergebnisse aus der Peptidsequenzierung von
Mauritanicain genutzt, welche mit MALDI-TOF-MS/MS erhalten wurden. Die
Abbildung 30 zeigt schematisch den Aufbau der De-Novo-Proteinsequenzierung von
Mauritanicain mit den dazugehorigen Primern. Jede gleiche Farbe hinter den Primern
in der Abbildung zeigen das Primer Paar fiir die jeweilige PCR und die Lokalisation des
Abschnitts, fiir welche Gensektion die jeweilige PCR durchgefiihrt worden ist.

Bei einer Proteinsequenzierung ohne Hintergrundinformationen zur Konstitution des
Proteins wird versucht, die Proteinsequenz in kleineren Schritten aufzudecken. Dazu

wurden verschiedene Primer iibergreifend in der Gensequenz genutzt (Abbildung 30).

@ (640 .. 659) Mau_4
@ (572..591) Mau_5

@ (397 .. 416) Mau_1
5' RACE Adapter| @ (1439..1458) Mau_3_ Mau_2 (1681 .. 1700) @ (Ende) (3" RACE Adapter)

|
i A ]

Abbildung 30. Schematische Darstellung der De-Novo Sequenzierung von Mauritanicain.
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Tabelle 30. Mittelwerte der Residuen-Massen der Aminosduren in der Massenspektrometrie.

Aminosiure Abkirzung m/z Aminosiure Abkirzung m/z
Glycin G 57,0520 | Asparaginsdure D 115,0890
Alanin A 71,0790 Glutamin Q 128,1310
Serin S 87,0780 | Lysin K 128,1740
Prolin P 97,1170 | Glutaminsaure E 129,1160
Valin \Y 99,1330 | Methionin M 131,1980
Threonin T 101,0477 | Histidin H 137,1420
Cystein C 103,1440 | Phenylalanin F 147,1770
Isoleucin | 113,1600 | Arginin R 156,1880
Leucin L 113,1600 | Tyrosin Y 163,1700
Asparagin N 114,1040 | Tryptophan w 186,2130

Abbildung 31. MALDI-TOF MS Spektrum von Mauritanicain nach tryptischen Verdau.
Die Abbildung zeigt das MALDI-TOF-MS Spektrum von Mauritanicain nach der SEC. Der Vergleich mit dem MS-

Spektrum von Flemmig (Abb. 14.) zeigt eine Ubereinstimmung mit dem erneut untersuchten Protein [161].
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Die Peptide mit der m/z 1305.68 und m/z 1838.87 wurden zur weiteren
Strukturaufkldrung mittels MS/MS weiter fragmentiert. Die Auswertung der MS/MS
Daten wurde mit Hilfe der Residuen-Massen fiir die Fragmente der einzelnen
Aminosduren durchgefiihrt (Tabelle 30). Das MS/MS-Spektrum von der
Fragmentierung des Peptids mit der m/z 1305.68 ist in Abbildung 32 dargestellt. Nach
computergestiitztem Abgleich mit der NCBI Datenbank und anschlieRender manueller
Auswertung ergab sich fiir dieses Fragment eine vermutete Peptidsequenz von

NAHPNWSPAA(L/DK (Tabelle 31).
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Abbildung 32. MS/MS des Peptids mit der m/z 1305,68.
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Die Abbildung zeigt das MS/MS Spektrum des 1305,68 m/z Fragmentes von Mauritanicain.
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Tabelle 31. Amionsduresequenz nach computerbasierter und manueller Auswertung des 1305.68 Fragmentes.

b-Fragment [m/z] Aminoséure y-Fragment[m/z]
- 1 A 12 -
186.0873 2 N 11 1234.6327
323.1462 3 H 10 1120.5898
420.1990 4 p 9 983.5309
534.2419 5 N 8 886.4781
720.3212 6 W 7 772.4352
807.3533 7 S 6 586.3559
904.4060 8 p 5 499.3239
975.4431 9 A 4 402.2711
1046.4803 10 A 3 331.2340
1159.5643 11 L/l 2 260.1969
- 12 K 1 147.1128
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Abbildung 33. MS/MS des Peptids mit der m/z 1838,87.
Die Abbildung zeigt das MS/MS Spektrum des 1838,87 m/z Fragmentes von Mauritanicain.
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Zusétzlich zum m/z 305.68 Peptid wurde das Peptid mit der m/z von 1838.87
fragmentiert (Abbildung 33). Nach computergestiitztem Abgleich mit der NCBI
Datenbank und anschliefender manueller Auswertung ergab sich fiir dieses Fragment
eine vermutete Peptidsequenz von NTDGHGTHTASTAGGS(L/I)VR (Tabelle 32), wobei
die Sequenz TDGHGTHTASTA mit anderen Proteinen wie z.B. der Subtilisin-dhnlichen
Protease aus Glycine soja SIEBOLD & Zucc. (GenBank: KHN13887.1) oder der Subtilisin-
dhnlichen Protease SBT1.7 aus Solanum tuberosum L. (NCBI Referenz Sequenz:

XP 006339267.2) in Ubereinstimmung gebracht werden konnte.

Tabelle 32. Amionséduresequenz nach computerbasierter und manueller Auswertung des 1838.87 Fragmentes.

b-Fragment [m/z] Aminosaure y-Fragment[m/z]
————— 1 N 19 -
217.0819 2 T 18 1723.8358
332.1088 3 D 17 1622.7881
389.1303 4 G 16 1507.7612
526.1892 5 H 15 1450.7397
583.2107 6 G 14 1313.6808
684.2584 7 T 13 1256.6593
821.3173 8 H 12 1155.6117
922.3649 9 T 11 1018.5527
993.4021 10 A 10 917.5051
1080.4341 11 S 9 846.4680
1181.4818 12 T 8 759.4359
1252.5189 13 A 7 658.3883
1323.5560 14 G 6 587.3511
1380.5775 15 G 5 516.3140
1494.6204 16 S 4 459.2926
1593.6888 17 L/l 3 345.2496
1692.7572 18 V 2 246.1812
- 19 K 1 147.1128

Um den N- bzw. C-Terminus des Proteins zu bestimmen, wurde mit isoliertem
Mauritanicain ~ ISD-MALDI-TOF-MS  durchgefiihrt = (Abbildung 34). Nach
Strukturvergleichen mit Subtilisin-dhnlichen Proteasen SBT1.4 (Hevea brasiliensis),
CDL15 Pgr013779 (Punica granatum L.) und SBT1.4 (Ricinus communis) konnte die
erhaltene Sequenz dem N-terminus zugeordnet werden (Tabelle 33).

Durch die Sequenziibereinstimmung mit den vergleichbaren Proteinen konnte gezeigt
werden, dass das in der ISD-MALDI-TOF-MS detektierte Peptid zwischen Position 9 bis

Position 25 im Protein liegen muss.
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Vergleicht man die Proteinsequenz von SBT1.4 mit den detektierten Massen von
Mauritanicain, ist zu erkennen, dass sich das iibereinstimmende Peptid zwischen
Position 119 und 135 im gesamten Protein befindet. Bei SBT1.4 befindet sich das
Signalpeptid zwischen Position 1 und 25 und ein Propeptid zwischen Position 26 und
110 befindet. Die 8 Aminoséduren, die in der ISD-MALDI-TOF-MS mit dem Signal von
m/z 962,9 zu detektiert wurden, wurde zur Position 110 addiert und stimmte dann mit
den verglichenen Proteinen iiberein. Das Peptid mit der m/z 962,9 stellte somit die
ersten Aminosiuren ungeachtet von Signal- und Propeptid aus dem N-Terminus von

dem aktiven Protein Mauritanicain dar (Tabelle 33).
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Abbildung 34. ISD-MALDI -TOF-MS Spektrum von Mauritanicain.
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Tabelle 33. Vergleich des N-terminus von Mauritanicain mit anderen Subtilisin-dhnlichen Proteasen.

Protein (Pflanze) Aminosduresequenz 001- Aminosduresequenz Folgesequenz
008 (Masse [m/z]) (009-025)

Mauritanicain (Euphorbia  TTRTPQFL (962,9) GLSSGSGLWPDGDYGDD NG

mauritanica)

SBT1.4 TTRTPHFL (971,5) GLSTGSGLWPNGAYGED WIG

(Hevea brasiliensis)

Theoretisches Protein TTRTPHFL (971,5) GLSEGSGLWPDSNYADD VIVG

CDL15_Pgr013779
(Punica granatum)
SBT1.4 TTRTPHFL (971,5) DLSSVSGLWPNGAYGED VIIG

(Ricinus communis)

Aus dem ISD-Massenspektrum von Mauritanicain lasst sich anhand der erhaltenen
Massensignale die Sequenz GLSSGSGLWPDGDYGDD ableiten. Die Zuordnung der
erhaltenen Massensignale ist tabellarisch dargestellt. Das Signal fiir Tryptophan muss
rechnerisch bestimmt werden, da Tryptophan im Massenspektrum typischerweise kein

Signal aufweist (Tabelle 34).

Tabelle 34. Zuordnung der Messsignale aus Abbildung 34 den dazugehérigen Aminosduren.

Aminosaure(n) Fragment [m/z] Aminosaure(n) Fragment [m/z]
TTRTPQFL 962,9 W 1904,6 - 1621,4-97,1=186,1
G 1020,0 P 1904,6
L 1133,1 D 2019,7
S 1220,2 G 2076,7
S 1307,2 D 2191,8
G 1364,2 Y 2354,9
S 1451,3 G 2411,9
G 1508,3 D 2526,9
L 1621,4 D 2642,0
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3.2.3 Isolierung von RNA aus E. mauritanica

Die Messung der Absorption der isolierten Gesamt-RNA wie in 2.2.3.3 beschrieben
diente zum einen der Quantifizierung und zum anderen zur Uberpriifung der Reinheit
der RNA von moglicher DNA Verunreinigung. Beispielhaft ist eine Quantifizierung von
RNA in Abbildung 35 dargestellt. Im dargestellten Beispiel konnte eine RNA
Konzentration von 412,7 ug/mL bestimmt werden. Der Quotient aus der Absorption
A260/A280 lag bei 2,03 und der Quotient aus der Absorption A260/A230 bei 2,09, was
auf eine sehr gute Reinheit hinwies.

Abs. (A)

0.900 |-~ -4 femmb N oo S SR A
.

0300 | N

0.000 )

240 260 280 300 320 340
Abbildung 35. Die Abbildung zeigt die Absorption isolierter RNA aus E. mauritanica.
Dargestellt ist reprasentativ ein Absorptionsspektrum von RNA aus E. mauritanica. Die Messung erfolgte im

Eppendorf-Spektrometer in einer 1 mm Kivette.

Zur weiteren Reinheitsiiberpriifung der isolierten RNA wurde die Agarose-
Elektrophorese genutzt. Durch diese Methode konnte nachgewiesen werden, dass die
isolierte RNA nicht mit genomischer DNA (gDNA) verunreinigt war und fiir weitere
Untersuchungen zur Verfiigung stand (Abbildung 36). In der Abbildung 36 zu erkennen
ist das Verhéiltnis zwischen 28S - ribosomaler RNA und 18S-ribosomaler RNA, welche
im Verhéltnis 2:1 (28S:18S) vorliegen miissen. Ebenso ist zu erkennen, dass die
Isolation der RNA frei von DNA ist, da sonst im oberen Teil des Agarosegels eine
spezifische DNA Bande zu erkennen sein wére.

Eine mogliche Verunreinigung mit gDNA stellt ein Problem dar, da bei weiterer

Amplifizierung von RNA auch gDNA durch die Primer in der PCR erfasst wiirde.
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Wenn es zur Amplifizierung von gDNA kéme, konnte nicht sichergestellt werden, ob es
sich bei dem daraus erhaltenen PCR-Produkt um ein PCR-Produkt handelt, welches aus
RNA bzw. mRNA oder aus gDNA amplifiziert wurde. Stammt ein PCR-Produkt aus
gDNA, muss es sich bei dem finalen PCR-Produkt nicht um ein aktiv sezerniertes Protein
handeln, da die gDNA fiir mehr Proteine codiert, als funktionstiichtige Proteine durch
die Proteinbiosynthese im Organismus gebildet werden.

Wird nur die mRNA bzw. die aus der mRNA translatierte cDNA amplifiziert, kann
sichergestellt werden, dass das erhaltene PCR- Produkt von einem aktiv sezernierten
Protein stammt, da die mRNA als Teil der Proteinbiosynthese funktionstiichtige
Proteine codiert. Ein weiterer Vorteil von mRNA ist, dass nach dem spleilen die mRNA
keine Introns besitzt und somit nur aus Exons besteht. Sie kann somit direkt als Matrize

zum ablesen des Proteins genutzt werden.

1 2

Abbildung 36. RNA-Agarose-Gelelektrophorese.
Die Abbildung zeigt die Agarose-Gelelektrophorese von isolierter RNA Probe aus E. mauritanica. Bande 1: 28S -
ribosomale RNA; Bande 2: 18S-ribosomale RNA. Gelkonzentration: 1%; 130V konst.; Trennzeit: 40 min; Farbung:

Ethidiumbromid.

3.2.4 Gensequenzierung von Mauritanicain

Im ersten Schritt der Gensequenzierung von Mauritanicain wurde mit Hilfe von
degenerierten Primern versucht, ein PCR-Produkt zum Start der Gensequenzierung zu
erhalten (Abbildung 30). In Abbildung 37 dargestellt ist das PCR-Produkt fiir die Primer
Kombination aus Mau_1 und Mau 2 (Tabelle 9). Als Vorlage zur Modulierung der
Primer diente fiir den Primer Mau_1 die Aminosaduresequenz ,,WPNGAYG“ aus dem ISD-
MALDI-TOF-MS und fiir den Primer Mau 2 die Aminosduresequenz ,,HPNWSPA® aus
den Ergebnissen der MS/MS Untersuchungen (Abbildung 32). Das PCR Produkt betrug
ca. 1300 Basenpaare und konnte mit dem Zymoclean™ Kit extrahiert, aufgereinigt und

sequenziert werden.
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Abbildung 37. Agarose-Gel der Mauritanicain PCR mit degenerierten Primern Mau_1/Mau_2.
Die Abbildung zeigt die erste PCR der degenerierten Primern von Mauritanicain; Bahn 1: 2-log DNA Leiter (NEB
Biolabs) Bahn 2: Primer Kombination: Mau_1/Mau_2 (Tabelle 9); Agarose-Gel Konzentration: 1,5%; Trennzeit: 50

min.; Spannung: 130V konst.

Die isolierten PCR-Produkte wurden von der Firma LGC Genomics GmbH mittels Sanger
Sequenzierung sequenziert. Die erhaltenen Spektren wurden mit dem Programm
4peaks ausgewertet (Abbildung 38). Es konnte sowohl die Gensequenz als auch die

daraus resultierende Aminosduresequenz abgelesen werden.

c GCGTCG CAGCGGGTGGCTCTTTGGT c G TG CG G clENTNslT A Clc 0 ce c G GGCG rle c T|E

|

||
|
| [ |
|
JALA

Abbildung 38. Beispielhafter Ausschnitt der Detektionssignale aus der Gensequenzierung nach Sanger.
Die Abbildung zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Gensequenzierung nach Sanger (LGC Genomics GmbH).

Auswerteprogramm: 4peaks (Version 1.8, 0SX 10.13.3)

Die erhaltene Aminosiuresequenz zeigt iiberwiegende Ubereinstimmung mit den
erhaltenen Spektren aus der Massenspektrometrie von Mauritanicain (Abbildung 32).
Die detektierten Peptide mit den m/z 753.32, 859.45, 903.46, 1286.72, 1624.90,
1838.95, sowie 2280.21 und 2896.16 liefen sich der aus PCR und Sequenzierung

erhaltenen Aminosiauresequenz zuordnen.
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Das Peptid ,HPNWSPA“ aus dem detektierten Peptid-Fragment mit der m/z von
1305.73 diente als Vorlage fiir den Mau 2 Primer und kann daher nicht in der
erhaltenden Sequenz detektiert werden. Das Peptid mit der Masse 793.34 liegt nicht
innerhalb der detektierten Sequenz (Tabelle 35). Die Peptide mit der Masse 1286.72,
1305.73 und 1838.95 schlieRen sich in der Aminosauresequenz direkt an die tryptische
Spaltstelle Lysin an. Die DNA Sequenz von Mauritanicain aus dem PCR Produkt mit den
degenerierten Primern Mau 1 und Mau 2 konnte direkt aus den Daten der
Sequenzierung abgeleitet werden und lag zwischen den Aminosaurepositionen 168 und
495. Die Sequenzierungsdaten mit der passenden Aufschliisselung sind in den

Abbildungen 40-43 dargestellt.

Tabelle 35. MS Signale von Mauritanicain und ihre Ubereinstimmung mit dem PCR Produkt mit den Primern

Mau_1/Mau_2.
MS Signal [m/z] Aminosauresequenz Position in Tabelle 36
753.32 KVSFSSR 336-343
793.34 ASTPFDR
859.45 AGGVGMIVR 269 -278
903.46 ADVTLGDGR 196 - 205
1286.72 IVLCDNGVIQR 250 - 260
1305.73 NAHPNWSPAAK
1624.90 IVFHGSVLSDSPAAK 321-335
1838.95 NTDGHGTHTASTAGGSLVR 59-77
2280.21 RGATLYAGEPLTDEMLPLVYAR 208 - 229
2296.16 RGATLYAGEPLTDEM oy )LPLVYAR 208 - 229

Zur weiteren Strukturaufklarung des fehlenden 3’- und 5’- Endes wurde eine RACE-PCR
durchgefiihrt. Fiir die RACE-PCR wurde das FirstChoise® RLM-RACE Kit genutzt. Die
3’RACE-PCR wurde mit den Primern 3’RACE und Mau_3 durchgefiihrt (Tabelle 9). Das
erhaltene PCR Produkt wies eine Grof3e von ca. 1100 Basenpaare auf. Das extrahierte
PCR wurde sequenziert und mit der Sequenz aus dem Mittelteil in Ubereinstimmung
gebracht. Ein Teil der gemeinsamen Aminosdureiiberlagerungssequenz betrug , YLT“
(Ende der Sequenz aus dem Mittelteil) bzw. ,,YIT“ (Anfang der Sequenz nach der 3’-
RACE PCR). Nach wiederholter Sequenzierung konnte bei der vakanten Position um
Leucin und Isoleucin das Isoleucin bestitigt werden. Das 3-RACE-PCR Produkt enthielt
zusitzlich zu der Ubergangssequenz die aus der Mau_1/Mau_2 PCR fehlenden zwei

Peptide mit den Massen 1305.73 sowie 793.34 (Tabelle 35).
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Die Lokalisation der gesamten aus der Massenspektrometrie von Mauritanicain
erhaltenen Massensignale ist in der Tabelle 36 dargestellt. Die Sequenzierungsdaten
mit der passenden Aufschliisselung sind in den Abbildungen 39-42 dargestellt. Die
Auflésung der Messsignale ist vom 5’- bis zum 3’-Ende liickenlos, die einzelnen
Messsignale sind gut aufgeldst. Die unterschiedlichen Intensitidten der Messsignale
kommen daher, dass die Sequenzierung insgesamt aus drei einzelnen Sequenzierungen
zusammengesetzt wurde. Mittels Sanger-Sequenzierung konnen bis ca. 1100 Basen
sicher bestimmen werden. Da Mauritanicain aus 769 Aminosauren besteht, musste hier
eine differenzierte Sequenzierung eingesetzt werden. Das PCR Produkt wurde zweimal
in unabhingigen Versuchen sequenziert. Die Daten lieferten {ibereinstimmende
Ergebnisse.

Die Aufklarung der Proteinsequenz von Mauritanicain kann genutzt werden, um das
Protein in Zukunft gentechnisch herstellen zu konnen, um es fiir industrielle und
medizinische Einsatze in groBer Menge zur Verfligung zu stellen. Wie Flemmig in seiner
Dissertation bereits gezeigt hat, besitzt Mauritanicain sowohl die Fahigkeit Plasmin aus
Plasminogen freizusetzten, als auch die Hydrolyse von Fibrin und Fibrinogen zu
katalysieren [161]. Die Behandlung von Patienten mit Schlaganfillen und
Gewebeinfarkt, bei denen keine genaue Zeit zwischen Infarkt und Behandlung
festgestellt werden kann, konnte mit dem gentechnischen Mauritanicain eine neue
Dimension in der Behandlung sowohl in der Notfallversorgung durch Notérzte, als auch
in der fortgeschrittenen Therapie solcher Patienten darstellen. Die Standardmedikation
mit Heparinen birgt das Risiko auf allergische Reaktionen. Diese konnten unter
umstdnden mit Mauritanicain als Therapieoption umgangen werden. Die gentechnische
Herstellung von Mauritanicain ist somit von besonderer Bedeutung und konnte ein

wichtiges Forschungsthema fiir die Zukunft darstellen.
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Tabelle 36. Proteinsequenz von Mauritanicain.

In rot eingefarbt sind die durch die Massenspektren von Mauritanicain detektieren Peptidfragmente.

i
QHGLIHPYVS

70
SIINSLPPSP

130
PQFLGLSSGS

190
PSSVCNKKLT

250
RGMATKARIA

310
GAFVASAQYG

370
ATLYAGEPLT

430
AGGVGMIVRN

490
DSPAAPKVAS

550
SGTSMSCPHV

610
RGAGHIDPNA

670
NLNYPSFESVV

730
VSLSYEITFES

20
IVIPLIFFFL

80
HSPEILYTYP

140
GLWPDGDYGD

200
GAKAFYRGYN

260
VYKVCWSSGC

320
TIVSCSAGNS

380
DEMLPLVYAR

440
AIDDQTLAAD

500
FSSRGPNYIT

560
SGLAALLRNA

620
ALDPGLVYDT

680
FEDTSSAVTY

740
SSSGSYSSSF

30
SLASKSFSSP

90
ESISGFSARI

150
DITIGVLDTG

210
ASKDTHSPKD

270
WSTDILAAYG

330
GPGAHTAVNI

390
DAGSRFCTAG

450
AYFLTPATTV

510
TETILKPDVIA

570
HPNWSPAAIK

630
DODEYISFLC

690
VRTVKNVGSS

750
GSIAWSDGIH

10
LSNNHPQTFI

100
TPDQAEALRR

160
VWPGHPSFSD

220
TNGHGTHTAS

280
EATIGDGVHVI

340
APWILTVGAS

400
SLDSSKVKGK

460
SLTDGTAIIY

520
PGVMVLAGWT

580
STLMTTAYNL

640
AIGYNSTQIS

700
PNAVYEVNVN

760
TVTSPIAVVW

50
VEFMSKSHKPT

110
VYGVIHVIPD

170
SGMSDVPASW

230
TAGGSLVRNA

290
SLSVGSKSLA

350
TIDREFRADV

410
IVLCDNGVIQ

470
YIIYNDSPKA

530
GAAPPSKLDV

590
DNSNETIGDI

650
VLTKKTEPGD

710
APANVDVDVS

KEGMSVASI

60
LESSYHHWYS

120
TINQLHTTRT

180
KGSCETTDDF

240
SEFYQYAKGDA

300
SPYFVDATAT

360
TLGDGRTEFRG

420
RTEKGIEVNR

480
KIVFHGSVIS

540
DPRRVEFWLD

600
ATGKASTPFD

660
ICDTHMGNPG

720
PRVLKFSETD
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Tabelle 37. DNA Sequenz von Mauritanicain.

15
CAACATGGGCTAATT
75
TCTTTAGCCTCTAAA
135
GTCTTCATGTCCAAA
195
TCAATCATCAACTCC
255
GAATCCATTAGTGGA
315
GTTTATGGTGTAATC
375
CCTCAATTTTTAGGC
435
GACATTATCATTGGT
495
TCCGGGATGTCTGAT
555
CCTTCTTCCGTGTGC
615
GCATCAAAAGATACA
675
ACAGCGGGTGGCTCT
735
CGTGGTATGGCCACG
795
TGGTCCACGGATATT
855
TCTTTATCTGTCGGT
915
GGGGCATTTGTAGCA
975
GGTCCTGGTGCACAC
1035
ACCATTGATAGGGAG
1095
GCAACGCTCTATGCG
1155
GACGCTGGAAGTAGA
1215
ATTGTGCTTTGTGAC
1275
GCGGGTGGCGTTGGA
1335
GCTTATTTTCTTACA
1395
TACATCATATATAAC

30
CATCCATATGTCTCC
90
TCTTTCTCTTCACCA
150
TCACACAAGCCTACC
210
CTTCCTCCATCGCCT
270
TTCTCCGCCCGAATC
330
CATGTCATCCCGGAC
390
CTTTCTTCTGGCTCT
450
GTCCTTGACACCGGA
510
GTTCCGGCTAGTTGG
570
AACAAGAAACTTATA
630
CATTCTCCTAAAGAC
690
TTGGTACGAAATGCG
750
AAGGCGCGAATTGCT
810
CTAGCAGCCTATGGT
870
TCGAAAAGCTTAGCT
930
TCAGCTCAATATGGT
990
ACTGCTGTTAACATT
1050
TTTCGAGCGGATGTT
1110
GGTGAGCCTTTAACC
1170
TTTTGTACCGCGGGG
1230
AATGGAGTGATTCAA
1290
ATGATAGTTCGTAAT
1350
CCGGCTACCACGGTT
1410
GATTCGCCTAAAGCA

45
ATTGTCATCCCTCTC
105
TTATCTAATAATCAT
165
CTCTTCTCCTCCTAT
225
CACTCTCCCGAGATC
285
ACTCCCGATCAAGCT
345
ACGATCAACCAACTC
405
GGCCTTTGGCCGGAT
465
GTATGGCCCGGACAT
525
AAAGGAAGTTGCGAA
585
GGCGCGAAAGCGTTT
645
ACGAACGGCCACGGC
705
AGCTTTTACCAATAC
765
GTTTATAAGGTTTGT
825
GAAGCTATTGGAGAT
885
TCTCCGTATTTTGTA
945
ATCATCGTGTCGTGT
1005
GCCCCTTGGATTCTA
1065
ACTCTTGGCGATGGG
1125
GATGAAATGCTTCCA
1185
AGTTTGGATTCGTCG
1245
AGAACGGAAAAAGGC
1305
GCGAAAGACGATCAA
1365
AGCTTAACCGATGGA
1425
AAAATCGTCTTCCAT

60
ATCTTCTTCTTCCTT
120
CCTCAAACATTCATT
180
CACCATTGGTACTCC
240
CTTTACACGTATCCC
300
GAAGCATTACGCCGA
360
CATACCACTCGCACC
420
GGTGATTATGGTGAT
480
CCGAGTTTTTCGGAC
540
ACAACGGATGATTTT
600
TATCGTGGTTATAAT
660
ACTCATACAGCGTCG
720
GCARAGGGCGATGCT
780
TGGTCAAGCGGATGC
840
GGTGTCCATGTGATC
900
GATGCCACAGCAATT
960
TCTGCGGGGAATTCG
1020
ACCGTAGGCGCTTCT
1080
AGAACTTTTCGAGGG
1140
TTAGTGTACGCGCGT
1200
AAAGTTAAAGGTAAA
1260
ATTGAAGTGAATCGT
1320
ACGCTCGCTGCTGAT
1380
ACGGCTATTATATAT
1440
GGATCGGTAATTTCG
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1455
GATTCACCAGCAGCT
1515
ACCGAAATCCTAAAG
1575
TGGACCGGTGCTGCT
1635
CTCGATTCGGGTACA
1695
AATGCGCACCCGAAT
1755
AATTTGGATAATTCT
1815
TTTGATCGCGGAGCT
1875
GACATTGATCAAGAC
1935
ATTTCTGTACTTACG
1995
CCGGGAAACCTCAAC
2055
ACATATGTGAGGACA
2115
GTTAATGCTCCCGCG
2175
ACGGATGTGAGCTTA
2235
AGTTTTGGATCGATT
2295
GTGTGGAAAGAAGGA

1470
CCTAAAGTCGCATCA
1530
CCGGATGTTATAGCA
1590
CCGCCTTCAAAGTTA
1650
TCAATGTCTTGTCCT
1710
TGGTCTCCAGCAGCG
1770
AACGAAACCATCGGT
1830
GGACACATCGATCCT
1890
GAGTATATCTCATTT
1950
AAAAAGACTGAGCCT
2010
TACCCATCATTTTCG
2070
GTGAAGAATGTGGGA
2130
AATGTAGATGTCGAT
2190
TCGTATGAAATAACA
2250
GCATGGAGCGATGGA
2310
ATGTCCGTGGCTTCA

1485
TTTTCAAGTCGCGGT
1545
CCC GGT GTT ATG
1605
GATGTTGATCCTAGA
1665
CACGTGAGCGGACTT
1725
ATCAAATCCACTCTA
1785
GACATTGCTACTAGC
1845
AATGCCGCTCTTGAT
1905
CTATGCGCAATTGGT
1965
GGAGATATATGTGAT
2025
GTTGTTTTCGAGGAT
2085
AGTTCTCCTAACGCG
2145
GTGTCACCGCGAGTT
2205
TTCTCGAGTAGCTCG
2265
ATTCACACTGTTACA

ATTTGA

1500
CCAAACTATATAACG
1560
GTT TTG GCT GGT
1620
CGAGTCGAGTTTTGG
1680
GCAGCTTTGCTACGA
1740
ATGACTACCGCTTAT
1800
AAAGCCTCAACACCC
1860
CCCGGACTAGTCTAC
1920
TACAATTCGACGCAA
1980
ACGCATATGGGCAAC
2040
ACCTCGTCCGCGGTA
2100
GTTTATGAAGTGAAC
2160
CTAAAGTTTAGCGAA
2220
GGTTCATATTCGAGT
2280
AGTCCCATTGCTGTT
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CAACATGGGCTAATTCATCATATG TCTCCATTGTCATCCCTCTCATCTTICTTICT TCCTTTCTTTAGCCTCTAAATCTTTICTCT TCACCAT TATC TAATAATCATCCTCAAACATT CATT
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Abbildung 39. Sequenzierungsdaten von Mauritanicain Teil 1.
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Abbildung 40. Sequenzierungsdaten von Mauritanicain Teil 2.
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TTATATATTACATCATATATAA CGATTCGCCTAAAGCAAAAATCGTC TTCCATGGATCGG TAATTTCGGATTCACCAGCAGCTCCTAAAGTCGCATCATT TTCAAGTCGCG
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Abbildung 41. Sequenzierungsdaten von Mauritanicain Teil 3.
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TGIGG AIAGTIT CTICCTAACGCGGT TTATGAAGTGAACGTTAATGCTCCCGCGAATGTAGATIGTCGATETGTCACCGICGAGTTICTAAAGT TTAGCS AAIACGIGATGTGAGCTTAITC GTATG

Abbildung 42. Sequenzierungsdaten von Mauritanicain Teil 4.
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3.2.5 In silico Homologiemodell von Mauritanicain

In Zusammenarbeit mit Szymon Pach aus der Arbeitsgruppe molekulares
Wirkstoffdesign von Prof. Dr. G. Wolber wurde ein Homologiemodell erstellt. Ein
Homologiemodell dient zum einen der dreidimensionalen Visualisierung von Proteinen
und zum anderen als Grundlage fiir ein molekulares Dynamikmodell.

Das Homologiemodell von Mauritanicain wurde mit Hilfe des Swiss-Model Servers
erstellt [142]. Das endgiiltige Homologiemodell wurde auf Basis der Subtilisin-
dhnlichen Protease aus Tomaten (pdb-Code: 3i74 [143]) erstellt, da in der originalen
Cucumisin-Kristallstruktur mehr als 30 Aminosauren fehlten. Das Protein 3i74 hatte
41% Sequenz-dhnlichkeit zu Mauritanicain. Das Homologiemodell von Mauritanicain
wurde unter Verwendung des Swiss-Model-Builders angepasst. Das Homologiemodell
wurden manuell mit der Software MOE 2015.10 [162] ausgerichtet und die

Disulfidbindungen angepasst.

Tabelle 38. Disulfidbriicken in den Proteinen 3vta und 3i74.

Protein Positionen der Disulfidbricken
3vta 166-174 245 - 250 380 -397
3i74 70-181 - 382 -401

Die Subtilisin-dhnliche Protease 3i74 aus der Tomate enthélt zwei Disulfidbindungen,
da die Reste, welche in Cucumisin den Positionen 245 und 250 entsprechen, Serin und
Threonin sind (Tabelle 38). Weil die homologen Cysteinreste (271 und 288) in
Mauritanicain eine geeignete Geometrie zur Bildung einer Disulfidbriicke aufwiesen,
wurden diese manuell hinzugefiigt und das Modell unter Verwendung des Amber 10-
Kraftfelds bei Standardeinstellungen energieminimiert [163]. Der Ramachandran-Plot
[164] des Homologiemodells zeigte eine geeignete Diederwinkel-Geometrie
(Abbildung 43).

Die Abbildung 44 =zeigt das in-silico Homologiemodell von Mauritanicain. Die
unterschiedlichen Polarititen von Mauritanicain sind in der Abbildung farbig
dargestellt. Lipophile und hydrophile Oberflichenstrukturen sind and er
Proteinoberfldche gleichmaRig verteilt. Die Bindungstasche von Mauritanicain, in

welcher Substrate gebunden werden kénnen, bildet eine Vertiefung in der Oberflache.
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Das aktive Zentrum bilden die Aminosduren Asparaginsdure,, Histiding, und
Serin, ., (Abbildung 46). Wie fiir Serinproteasen typisch spaltet auch Mauritanicain in
einer katalytischen Triade (Abbildung 47). Die Abbildung 45 zeigt eine gesamte
Ubersicht des Homologiemodells von Mauritanicain aus unterschiedlichen Winkeln.
Das Protein wurde in dieser Abbildung immer um 90° nach links gedreht, sowohl in
horizontal, als auch in vertikal Achse.

Mit Hilfe eines Homologiemodells erhilt man eine raumliche Vorstellung des Proteins.
Mit der Rontgenkristallographie lassen sich durch Rontgenstrahlen Kristallstrukturen
nachweisen. Dieses Verfahren wird genutzt, um reale Abbildungen von Proteinen zu
erlangen. Das Problem dieser Methode ist aber, dass ein Protein in einer Kristallstruktur
prazipitiert und dadurch ein flexibles Molekiil in eine Geometrie gezwungen wird. Mit
weniger Aufwand und mit vorhandener Aminosiduresequenz von dem Zielprotein ist ein

in-silico Homologiemodell eine sehr gute Option, Proteine zu visualisieren.
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Abbildung 43. Ramachandran-Plot des Homologiemodells von Mauritanicain.
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Abbildung 44. in-silico Homologiemodell von Mauritanicain.

Die obere Abbildung zeigt das Homologiemodell von Mauritanicain und dessen Oberflachenstruktur; Hydrophile
Oberflachenstrukturen: blau; Lipophile Strukturmerkmale: orange (schwach) und rot (stark). Die untere Abbildung
zeigt die Quartdrstruktur des Homologiemodells von Mauritanicain. Die Abbildung wurde mit dem Programm

UCSF Chimera, Candidate Version 1.13.1 angefertigt.
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Abbildung 45. Homologiemodell von Mauritanicain aus verschiedenen Winkeln.

Die Abbildung zeigt das Homologiemodell Mauritanicain aus verschiedenen Winkeln. Das Protein wurde jeweils
um 90° nach links gedreht (A-D: horizontale Achse; E-H: vertikale Achse). Aminoséduren des aktiven Zentrums: rot;

Beta-Faltblatter: griin; Alpha-Helices: orange. Die Abbildung wurde mit MacPyMOL: PyMOL v1.7.4.5 Edu Enhanced

angefertigt.

» "

P
Abbildung 46. Oberfldchenstruktur der Bindungstasche von Mauritanicain.

Mit schwarz dargestellte Oberflachenstruktur zeigt die Aminosauren des aktiven Zentrums von Mauritanicain. Die

Abbildung wurde mit dem Programm UCSF Chimera, Candidate Version 1.13.1 angefertigt.
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Abbildung 47. Aktives Zentrum von Mauritanicain mit den AminosGuren Asparaginsdure sz, Histidingg und Serinzs)
Die Abbildung zeigt die Bindungstasche von Mauritanicain und die an der katalytischen Triade beteiligten
Aminosduren Asparaginsaure sy, Histidingg) und Serin,g). Die an der katalytischen Triade beteiligten Aminosauren
sind in zwei alpha-Helices und ein beta-Faltblatt eingebaut. Die Abbildung wurde mit dem Programm UCSF

Chimera, Candidate Version 1.13.1 angefertigt.

Zur weiteren Validierung des Homologiemodells von Mauritanicain wurde eine
Molekulardynamik (MD)-Simulation in Triplikat durchgefiihrt, um die Stabilitdt des
Modells zu demonstrieren. Wenn das Homologiemodell im Dynamikmodell zerfillt,
ware das ein Hinweis darauf, dass das Homologiemodell fehlerhaft ist und nicht genutzt
werden kann. Ein weiterer Hinweis auf ein stabiles Homologiemodell liefert die
Bewegung der Aminosauren der katalytischen Triade. Diese sollten nicht flexibel sein,
da in der Realitdt das Protein in der Lage sein muss, Substrate schnell umzusetzen.

Uber die gesamte Zeit von 100 ns blieb das Homologiemodell in der MD-Simulation
intakt. Wahrend das Homologiemodell in der MD-Simulation hoch flexible Regionen in
den Aminosidure-Regionen zwischen 272-285, 406-420 und 530-540 aufzeigte,
bewegten sich die Aminosiuren der katalytischen Triade nicht weiter als +0,6 A
auseinander (Abbildung 48). Eine kovalente Bindung zwischen zwei sp*-hybridisierten

Kohlenstoffen betrigt zum Vergleich ca. 1,54 A.
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Wenn man die Bewegung der katalytischen Triade mit der Linge einer kovalenten
Kohlenstoffbindung ins Verhéltnis setzt, wird deutlich, wie wenig sich die Aminosduren

der katalytischen Triade voneinander bewegen und wie stabil das Homologiemodell ist.
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Abbildung 48. Molekulares Dynamik Modell von Mauritanicain.

Die Abbildung zeigt die mittlere quadratische Fluktuation der Aminosauren in Mauritanicain in Angstrom (&) tber
100 ns; dunkelblaue Linie: mittlere Schwankung; hellblaue Linien: positive und negative Abweichung vom
Mittelwert; n=3; Farbige Rauten zeigen die Aminosduren Asparaginsaure(s,, Histidingg und Serinuyg der

katalytischen Triade.
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3.2.6 Massenbestimmung von Mauritanicain

Anhand der Proteinsequenz von Mauritanicain lasst sich rechnerisch eine Gesamtmasse
von 68.582,68 Da bestimmen. Die Bestimmung der Gesamtmasse mittels
Massenspektrometrie ergab im Mittelwert 72.751 Da + 15 Da. Dieser setzt sich aus der
Gesamtmasse des einfach geladenen Mauritanicains (72.747 Da), des doppelt
geladenen Mauritanicains (36.373 Da (entspricht 72.746 Da)) und der Masse des
dreifach geladenen Mauritanicains (24.255 Da (entspricht 72.765 Da)) zusammen. Die
Differenz aus der errechneten und der im MS bestimmten Masse betréagt 4.169 Da.
Eine mogliche Ursache fiir die Differenz konnen Glykosylierungsstellen im Protein sein.
Proteine werden nach der Proteinbiosynthese haufig glykosyliert, da sie durch
verkniipfte Zucker gegeniiber chemischen und physikalischen Einfliissen stabilisiert
werden und ihre rdumliche Struktur behalten. Dafiir kénnen Zucker sowohl iiber
Sauerstoff, als auch tiber Stickstoff mit dem Protein verkniipft sein [165].

Um erste Hinweise auf mogliche Glykosylierungen zu erhalten, wurde die
Aminosauresequenz von Mauritanicain zundchst mit dem Onlinetool ,NetNGlyc 1.0“
der Technischen Universitit von Danemark analysiert [166]. Dieses Onlinetool sucht
nach potentiellen N-Glykosylierungsstellen in der Aminosduresequenz und berechnet
deren Wahrscheinlichkeit anhand von Datenbanken. Ab einem Potential von 0,5 ist es
wahrscheinlich, dass ein Protein an dieser Position glykosyliert ist. Mauritanicain hatte
drei mogliche Positionen Glykosylierungsstellen (,NASK“, ,NETI“ und ,NSTQ®)
(Abbildung 49).

Name: Sequence Length: 651

TTRTPQFLGLSSGSGL IIIGVLDTGVWPGHPSF PSSVCNKKLIGAKAFY 80
RGYNA! .VRNASFYQY. IAVYKVCWSSGCWSTDILAAYGEAIGDG 160
VHVISLSVGSKSLASPYFVDATAIGAFV IIVSC IAPWIL IDREFRADVTLGDGR 240
TFRGATLYAGEPLTDEMLLVY; 'CTAGSLDSSKVKGKIVLCDNGVI( IVRNAIDDQTL 320
AADAYFLTPATTVSLTDGTA IIYYIIY IVFHGSVI VASFSSRGPNYITTEILKPDVIAPGVMVLA 400
GWTGAAPPSKL AALL IKSAL ¥NI IGDIATGKAST 480
PFDRGAGHIDPNAALDPGLVYDIDQDEYISFLCAIGYNSTQISVLTKKTEPGDICDTHMGNPGNLNYPSFSVVFEDTSAV 560
TYVRT YEVN LKF YEI IAWSDGIHTVTSPIAV 640
VWKEGMSVASI

................................................................................ 80
000lJ0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 160
000 .. 240
........................................................................ 320
........................................................................ 400
.o 480
e PP 560
................................................................................ 640
........... 720

(Threshold=0.5)

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result
Sequence 84 NASK  0.7120 (9/9)  ++
Sequence 113 NASF  0.4674 (6/9) -
Sequence 348 NDSP  0.1510 (9/9) ---
Sequence 446 NWSP 0.1216 (9/9) —-—
Sequence 467 NETI 0.5443 (6/9) +
Sequence 518 NSTQ 0.6662 (9/9) ++

Abbildung 49. Mdégliche N-Glykosylierung von Mauritanicain.
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Im néchsten Schritt wurde versucht, isoliertes Mauritanicain experimentell mittels einer
N-Glykosidase, der PNGase A, zu deglykosylieren, um mogliche Zuckerreste vom
Protein abzutrennen. Sollte Mauritanicain Zuckerreste haben, die, wie zu vermuten,
iiber Stickstoff mit dem Mauritanicain verkniipft sind, miisste in anschliefender SDS-
PAGE ein Grof3enunterschied zwischen behandelten und unbehandelten Mauritanicain
erkennbar sein. Abbildung 50 zeigt die SDS-PAGE der Deglykosylierung nach 5 h in
Abhédngigkeit von unterschiedlichen PNGase Konzentrationen. In dem Versuch zu
erkennen ist ein Groenunterschied von Mauritanicain vor und nach der Behandlung
mit dem Enzym. Die Konzentration der aufgetragenen Proteinmenge von Mauritanicain
betrug in jeder Probe 5 ug, die Konzentration von PNGase A wurde erh6ht. In dem
Versuch wird deutlich, dass mit zunehmender PNGase A Konzentration die Menge an
glykosylierten Mauritanicain geringer wird und zwei kleinere Proteinbanden zwischen
der originalen Mauritanicain Bande (72,7 kDa) und PNGase A (63,8 kDa) aufwies. Die
Ergebnisse des Onlinetools konnten durch den Versuch bestétigt werden. Neben dem
glykosylierten Mauritanicain entsteht weiterhin deglykosyliertes Mauritanicain mit

zwei Unterschiedlichen Grof3en.

66 KD s (2Lis o
- . . | gt

43 kDa 63,8 kDa
—

Abbildung 50. Deglykosylierung von Mauritanicain.
Deglykosylierung von Mauritanicain nach 5 Stunden Inkubation mit PNGase A; Bahn 1 v.l.: GréRenmarker Roth®-
Mark Standard; Bahn 2 v.l.: 7,5 U/mL PNGase A; Bahn 3 v.l.: Mauritanicain (5 ug) unbehandelt; Bahn 4 v.|.:
Mauritanicain (5 pg), deglykosyliert mit 5 U/mL PNGase A; Bahn 5 v.l.: Mauritanicain (5 pg), deglykosyliert mit 10
U/mL PNGase A; Bahn 6 v.l.: Mauritanicain (5 pg), deglykosyliert mit 20 U/mL PNGase A; Gelkonzentration: 10 %;
180 V konstant; Trennzeit 45 min.; Temperatur wahrend der Elektrophorese: 4°C; Farbemethode: kolloidale

Coomassie Farbung
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3.3 Nachweis von PAR2 in HaCaT-Keratinozyten und humanen dermalen
Fibroblasten

3.3.1 PAR2 -PCR

Zum Nachweis von PAR2 in den genutzten Zellmodellen wurde sowohl mit der cDNA
von Fibroblasten, als auch mit der cDNA der HaCaT-Keratinozyten eine PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde zundchst mRNA isoliert, welche dann fiir die PCR in cDNA
umgeschrieben wurde. Mit den ausgewdahlten Primern fiir den humanen PAR2 sollte
ein PCR Produkt von 157 Basenpaaren erhalten werden, was mittels Agarose-
Gelelektrophorese nachgewiesen wurde. Sowohl das PCR Produkt aus priméren
humanen dermalen Fibroblasten (Bahn 2), als auch aus den HaCaT-Keratinozyten
(Bahn 3) ergaben ein gleichgrofles PCR Produkt bei ca. 160 Basenpaaren. Zum
Vergleich wurde eine Negativprobe mit Wasser statt cDNA durchgefiihrt. Die
Negativprobe zeigte eine auffillige Bande auf Hohe der Lauffront (Bahn 1), welche aber
deutlich geringer in den positiven PCRs ausgepragt ist (Abbildung 51; Bahn 2 und
Bahn 3). Diese Bande kann von Primer-Polymeren stammen und ist unspezifisch. u im
Fall einer positiven PCR muss diese Bande geringer werden, weil die Primer in der neu
synthetisierten DNA eingebaut werden und dadurch nicht fiir Polymerisationen zur

Verfiigung stehen.

- + + cDNA

Abbildung 51. Agarose-Gelelektrophorese der PAR2-PCR von HaCaT-Zellen und primdren Fibroblasten.
Agarose-Gelelektrophorese der PAR2-PCR von HaCaT-Keratinozyten und primdren humanen dermalen
Fibroblasten; Agarose-Gel Konzentration: 2%; Trennzeit: 45 min.; Spannung: 130V konst.; Bahn 1: Negativkontrolle
mit Wasser anstelle von cDNA; Bahn 2: PCR-Produkt mit cDNA von dermalen primaren humanen Fibroblasten;

Bahn 3: PCR-Produkt mit cDNA von HaCaT-Keratinozyten; Bahn 4: 2-log DNA Leiter; bp = Basenpaare
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3.3.2 Immunhistochemische Firbung von PAR2-Rezeptoren

Als visueller Nachweis fiir PAR2 wurde eine immunhistochemische Farbung mit
humanen Anti-PAR2-Antikorpern und DAPI zur Farbung der Zellkerne durchgefiihrt.
Dazu wurden Keratinozyten und primire humane dermale Fibroblasten in einer
Einzelschicht angefarbt und mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Die Farbung
sowohl der Keratinozyten (Abbildung 52), als auch der Fibroblasten (Abbildung 53)
wies auf das Vorhandensein von PAR2 hin. Im Unterschied zu den Keratinozyten, die
PAR2 iiber die ganze Zellmembran verteilt exprimieren, ist bei den Fibroblasten
erkennbar, dass PAR2 regional bevorzugt an der Membranoberfldche prasentiert wird.
Deutlich zu erkennen ist eine vermehrte Haufung von PAR2 in der Néhe der Zellkerne.
Die Negativkontrolle der Fluoreszenzanregung der Fibroblasten zeigte keine
Eigenfluoreszenz. Die Negativkontrolle der Keratinozyten wies eine schwache
Eigenfluoreszenz auf, welche sich aber durch den PAR2-Antikorper verstirken lies.
Zudem traten mit der Antikorperfarbung stark Fluoreszierende Signale auf, welche
einen deutlichen Unterschied zur Eigenfluoreszenz darstellen (Abbildung 52; D-F).
Zusammenfassend lasst sich die Anwesenheit der Rezeptoren in den genutzten Zellen

nicht nur auf genetischer, sondern auch auf visueller Ebene nachweisen.
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Lichtmikrb skop . ' . : = Uberlagerun

_w/o PAR-2 Uberlagerung

Abbildung 52. Inmunhistochemische Fdrbung der PAR2-Rezeptoren in Keratinozyten.
Immunhistochemische Farbung von Keratinozyten mit humanen Anti-PAR2-Antikérper (grin); A:
Fluoreszenzanregung des PAR2-Antikérper; B: Fluoreszenzanregung von 2-(4-Amidinophenyl)-1H-indol-6-
carboxamidin (DAPI); C: Kontrolle im Lichtmikroskop ohne Fluoreszenzanregung; die Abbildung D: Uberlagerung
der PAR2-Antikorper-Fluoreszenzanregung und DAPI-Fluoreszenzanregung (blau; Zellkern); E: Negativkontrolle
ohne PAR2-Antikérper; F: Uberlagerung der Negativkontrolle ohne PAR2-Antikérper und DAPI-

Fluoreszenzanregung optische VergroRerung: 10-fach
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i@

. Lichtmikroskop B ; " :_ \ & Uberlagerung

Abbildung 53. Inmunhistochemische Fdrbung der PAR2-Rezeptoren in Fibroblasten.
Immunhistochemische Farbung von Fibroblasten mit humanen Anti-PAR2-Antikorper (grin); A:
Fluoreszenzanregung des PAR2-Antikorper; B: Fluoreszenzanregung von 2- (4-Amidinophenyl) -1H-indol-6-
carboxamidin (DAPI); C: Kontrolle im Lichtmikroskop ohne Fluoreszenzanregung; die Abbildung D: Uberlagerung
der PAR2-Antikorper-Fluoreszenzanregung und DAPI-Fluoreszenzanregung (blau; Zellkern); optische

VergrolRerung: 10-fach
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3.4 Proliferation von HaCaT- Keratinozyten

In dem Versuch wurde nachgewiesen, ob sich Zellen nach Entfernen von FBS weiterhin
proliferieren oder ob die Zellteilung stagniert. Dazu wurde die dsDNA nachgewiesen.
In diesem Versuch wurde wie in 2.2.3.4 beschrieben die dsDNA nach 4 h und 48 h nach
Start des Versuches gemessen. Der Versuch wurde mit HaCaT-Keratinozyten
durchgefiihrt. Die Daten zeigten, dass die Menge an dsDNA nach 4 h mit 34624 FU =+
8569 FU sich im Vergleich zur Messung nach 48 h mit 36102 FU + 6196 FU nicht
signifikant unterscheidet (Abbildung 54).

50000

40000 I T

30000

20000

Fluoreszenzeinheiten [in FU]

10000

4 Stunden 48 Stunden

Abbildung 54. Ubersicht des dsDNA Gehalts in HaCaT-Keratinozyten.
Die Abbildung zeigt die Menge an dsDNA in Fluoreszenzeinheiten (FU) von HaCaT- Keratinozyten. Die Zellen
wurden in einer schwarzen 96-well Platte fiir 24 h anwachsen gelassen und im Weiteren fir 24 h serumfrei gesetzt.

Die Balken zeigen die Menge an dsDNA 4 h bzw. 48 h nach Beginn des Zellversuches (n=3, Messverstarkung: 73).

Da die Menge an dsDNA im Verhéltnis zur Zellzahl proportional zueinander ist
(Abbildung 55), lasst sich aus diesem Versuch ableiten, dass nach 48 h nach beginn des
Versuches sich die Zellen nicht vermehrt haben. Anhand dieser Ergebnisse kann gezeigt
werden, dass die Zellen sich nicht mehr im Wachstum befinden und somit in der GO-
Phase sind. Wenn der Versuch mit Wachstumsmedium durchgefithrt wird, ist eine
Detektion der Fluoreszenz nach 48 h nicht mehr moglich, da die Menge an Zellen nach
48 h zu grol3 ist und dadurch ein zu hohes Messsignal entsteht.

Das lasst den Schluss zu, dass die Zellen ohne Serum nach 48 h sich nicht mehr im
Wachstum befinden und folglich fiir den Versuch als differenziert angesehen werden

koénnen.
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Abbildung 55. Verhiltnis zwischen Zellzahl und dsDNA, adaptiert nach FluoReporter® Blue Fluorometric dsDNA
Quantitation Kit [167].

Die Abbildung zeigt die Menge an dsDNA in Fluoreszenzeinheiten (FU) im Verhaltnis zur Zellzahl von 3T3 Zellen
[167].
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3.5 Bestimmung von IL-8 in HaCaT- Keratinozyten und primédren humanen

dermalen Fibroblasten mittels ELISA

Der Versuch zur Bestimmung der Freisetzung von IL-8 diente zum einen der
Untersuchung zur biologischen Aktivitit von Mauritanicain und PMA auf humane
primdre dermale Fibroblasten und HaCaT-Keratinozyten und zum anderen zur
Untersuchung gemeinsamer Effekte die ausgewdhlten Hautzellen. Der Versuch ist
durch seinen Aufbau eine Aufschliisslung der Hautmodelle und soll Informationen
dariiber geben, ob Proteasen und Diterpene miteinander fiir entziindliche
Immunantworten der Haut verantwortlich sein konnen. Zur Auswertung der
Zellversuche wurde eine relative Cytokinfreisetzung gebildet, welche sich prozentual
auf den Kontrollwert bezieht. Der Kontrollwert in diesen Versuchen ist die
unbehandelte Probe.

Fir die Optimierung der Freisetzung von IL-8 in HaCaT-Keratinozyten wurde ein
Kinetik-Versuch tiber 48 h durchgefiihrt. Dazu wurde Zellmedium nach 24 h und 48 h
entnommen und analysiert. Das Zellmedium wurde aus den selben Wells entnommen.
In dem Versuch wurde neben den Positivkontrollen 2-Furoyl-LIGRLO-amid und PMA
Subtilisin und erhitztes Mauritanicain getestet. Nach der Entnahme des Zelliiberstandes
wurde das Medium nicht wie iiblich mit frischen Medium aufgefiillt. Das bietet den
Vorteil, dass die Ergebnisse absolut ausgewertet werden konnen und ein Abbild der
tatsdchlichen Freisetzung liefert. Erhitztes bzw. inaktiviertes Mauritanicain zeigte im
Vergleich zur Negativkontrolle keine erhohte IL-8 Freisetzung nach 48h. Subtilisin und
Mauritanicain hatten nach 24 h bzw. 48 h ein &hnliches Freisetzungsprofil.
Unterschiede zwischen Mauritanicain und Subtilisin konnen in der Aktivitit am
Rezeptor liegen, da  unterschiedliche Proteinstrukturen  unterschiedliche
Bindungsspezifititen haben, obgleich sie zur gleichen Proteinklasse gehoren konnen. In
diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung innerhalb der ersten 24 h
fir die Unterschiede in der Freisetzung von IL-8 verantwortlich war. Die IL-8
Freisetzung in der Zeit zwischen 24 h und 48 h ist mit Ausnahme von 2-Furoyl-LIGRLO-
amid (30,28 pg/mL) gleich (13,18 pg/mL *1,72 pg/mL) (Abbildung 56). Die 48 h-
Freisetzung kann exemplarisch die Freisetzungsverhiltnisse darstellen. Da in allen
Proben nach 48 h die IL-8 Konzentration im messbaren Bereich des ELISA lag, wurde

fiir weitere Versuche die Freisetzung nach 48h genutzt.
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Abbildung 56. Freisetzung von IL-8 liber 48h in HaCaT-Keratinozyten.

Die Abbildung zeigt die Freisetzung von IL-8 in HaCaT-Keratinozyten nach 24h und 48h. n=3

In primdren humanen dermalen Fibroblasten erhohte die Inkubation mit PMA die
relative IL-8-Freisetzung nach 48 h im Vergleich zur Kontrolle auf 627% = 14%. Die
Kombination von Mauritanicain und PMA verringerte die Freisetzung im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit PMA (496% = 8%). Mauritanicain allein zeigte eine verminderte
Freisetzung (44% = 5%), der PAR2-Agonist 2-Furoyl-LIGRLO-amid unterdriickte
ebenfalls die Freisetzung auf 40% = 4% im Vergleich zur Kontrolle. (Abbildung 58)
Die erhaltenen Ergebnisse in der HaCaT-Zelllinie zeigten, dass die Kombination von
Mauritanicain und PMA die relative IL-8-Freisetzung im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen mit PMA (122% =+ 29%) und Mauritanicain (157% = 16%) auf
285% = 12% erhohte. Der spezifische PAR2-Agonist 2-Furoyl-LIGRLO-amid erhohte
die relative IL-8-Freisetzung auf 609% = 13 (Abbildung 57).
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Abbildung 57. IL-8 Freisetzung in HaCaT- Keratinozyten.
Die Abbildung zeigt die relative Freisetzung von IL-8 in Prozent von HaCaT Keratinozyten nach 48 h. Die
Positivkontrolle: 2-Furoyl-LIGRO-amid; * = Signifikant erhoht gegeniber der Kontrolle (Wilcoxon-Mann-Whitney

U-Test, p=0,05, n=5); ## = Signifikant unterschiedlich gegenlber den Einzelsubstanzen; AusreiSer wurden mittels

Dean-Dixon und Nalimov-AusreiRertest bestimmt.
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Abbildung 58. IL-8 Freisetzung in primdren humanen dermalen Fibroblasten.
Die Abbildung zeigt die relative Freisetzung von IL-8 in Prozent von primaren humanen dermalen Fibroblasten
nach 48 h. Die Positivkontrolle: 2-Furoyl-LIGRO-amid; * = Signifikant unterschiedlich gegeniber der Kontrolle
(Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test, p=0,05, n=5); ## = Signifikant erh6ht gegeniber den Einzelsubstanzen;

Ausreier wurden mittels Dean-Dixon und Nalimov-AusreiSertest bestimmt.
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Die Freisetzung von IL-8 in humanen Hautzellen ist von gesteigertem Interesse, weil
IL-8 neben den autokrinen Funktionen wie die Aktivierung von Zellproliferation [168]
als pro-inflammatorisches Cytokin eine Schliisselfunktion in der Auslosung
entziindlicher Immunantworten einnimmt und eine Reihe von weiteren
Immunreaktionen auslésen kann. Auch wenn Fibroblasten und Keratinozyten keine
groBen Mengen IL-8 produzieren, kann durch die parakrine Sezernierung von IL-8
schon in geringen Konzentrationen eine physiologische Wirkung ausgelost werden.

IL-8 aktiviert neutrophile Granulozyten und erhoht die Chemotaxis [168]. Die
vermehrte Freisetzung von IL-8 in der Haut bei Patienten mit Psoriasis im Vergleich zu
gesunden Patienten wird in der Literatur beschrieben [169]. IL-8 Rezeptoren, welche
sich unter anderem auf neutrophilen Granulozyten, Mastzellen, T-Lymphozyten und
dermalen Makrophagen befinden, werden in einer psoriatrischen Haut vermehrt
exprimiert [170]. Wie wichtig zum einen die Bedeutung von Serin-Proteasen bei
entziindlichen Hautkrankheiten und zum anderen die Freisetzung von IL-8 ist, zeigt
eine Studie von Limén et. al., die beides miteinander kombiniert. Die Arbeitsgruppe um
Limén stellt multifunktionale wasserlosliche Serin-Protease-Inhibitor ummantelte Gold-
Nanopartikel her, um damit die Serin-Protease Kallikrein 5 (KLK5) zu inhibieren. Nach
Zugabe der Nanopartikel testen sie die Freisetzung von IL-8 an HaCaT Keratinozyten.
Das Ziel ist es, eine Option fiir die therapeutische Behandlung entziindlicher
Hautkrankheiten zu schaffen, die gezielt in die Pathophysiologie eingreift. KLK5 zeigt
charakteristisch eine erhohte Aktivitét bei entziindlichen Hautkrankheiten wie Rosacea
[171]. Die Freisetzung von IL-8 konnte in unserem Versuch sowohl in den HaCaT-
Keratinozyten, als auch in den Fibroblasten beobachtet werden, obgleich die
Freisetzung von IL-8 durch den PAR2-Agonisten und Mauritanicain stark variiert. So ist
in den Fibroblasten eine verringerte Freisetzung zu beobachten, in den Keratinozyten

hingegen eine gesteigerte (Abbildung 59).
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Abbildung 59. Vergleich der IL-8 Freisetzung zwischen HaCaT und primdren humanen dermal Fibroblasten.
Die Abbildung zeigt die relative Freisetzung von IL-8 in Prozent im Vergleich zwischen den einzelnen
Monozellkulturen nach 48 h. Positivkontrolle: 2-Furoyl-LIGRO-amid. * = Signifikant unterschiedlich gegeniber der
Kontrolle (Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test, p=0,05, n=5); ## = Signifikant erh6ht gegenlber den Einzelsubstanzen;

AusreiRer wurden mittels Dean-Dixon und Nalimov-AusreiSertest bestimmt.

Viele wissenschaftliche Arbeiten wie beispielsweise die von Limén et. al zum Beispiel
fokussieren sich vermehrt auf die Wirkung von Proteasen auf Keratinozyten. In
Anbetracht der von uns erhaltenen Ergebnisse kann man die unterschiedlichen
Eigenschaften differenziert betrachten. Beim Kontakt mit Milchsaft gelangt dieser
zuerst auf die Epidermis und bei Eindringen in die Haut in das Stratum Granulosum,
Stratum Spinosum und schlief3lich auf das Stratum Basale, ehe der Milchsaft die Dermis,
also die Fibroblasten erreicht. Physiologisch ist es logisch, dass Fibroblasten nicht mit
Entziindungsreaktionen nach dem Kontakt mit Proteasen reagieren, denn Proteasen
sind einer der Bestandteile u.a. der Blutgerinnungskaskade und somit ubiquitér im Blut
und Korper enthalten. Da Fibroblasten die Dermis bilden und diese z.T. durchblutet ist,
macht es fiir den menschlichen Organismus Sinn, nicht mit einer Immunantwort zu
reagieren, wie es das Ergebnis auch bestétigt. Anders ist es in der Epidermis. Diese ist
zum groldten Teil nicht durchblutet, stellt fiir den menschlichen Organismus die erste
Barriere zur Aullenwelt dar und dient somit als Schutz gegen Schadstoffe und
physikalische Gefahren. Eine sensitive Reaktion durch Ausschiittung pro-
inflammatorischer Cytokine auf schédliche Stoffe wie z.B. die Protease Mauritanicain
oder Diterpene ist fiir den Korper als Schutzmechanismus sinnvoll. Da die Wirkweise
von Diterpenestern bekannt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit PMA exemplarisch

als Diterpenester genutzt.
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Die Diterpene konnen zum einen in der Grundstruktur unterschieden werden, zum
anderen in der Veresterung der Hydroxygruppen mit unterschiedlichen Fettsduren. Die
Aktivierung der PKC haben jedoch alle Diterpene gemeinsam, weshalb es fiir die
Versuche eine untergeordnete Rolle spielt, welches Diterpen man einsetzt. Das Ergebnis
der Untersuchung zur Freisetzung von Cytokinen zeigt, wie sich chemische Inhaltsstoffe
von Pflanzen und Proteinen gegenseitig beeinflussen konnen und zu gesteigerten oder
verringerten Wirkungen eines Pflanzenextraktes beitragen konnen. Es kann im Fall des
Milchsaftes von E. mauritanica angenommen werden, dass Hautentziindungen nach
dem Kontakt durch das Mauritanicain und die im Milchsaft enthaltenen Diterpene

ausgelost werden konnen.
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4. Zusammenfassung / Summary

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, um das inflammatorische
Potential von Milchséften im physiologischen humanen Hautmodell darzustellen. Die
Hautmodelle stellten zudem eine Basis fiir weitere Screenings dar. Das Potential
Entziindungen auszulésen kann mit diesem Versuch auf weitere Pflanzen angewendet
werden, Pflanzen konnten dadurch in Zukunft kategorisiert werden und fiir die

Mitarbeiter Botanischer Garten optisch mit Warnhinweisen versehen werden.

Die Optimierung der Isolation von Mauritanicain stellte fiir diese Arbeit eine besondere
Herausforderung dar, weil Mauritanicain ohne Verunreinigungen isoliert werden und
zudem in einer hochkonzentrierten, salzfreien Losung vorliegen musste. Zum Erfolg
dieser Isolierung fiihrte eine Verdiinnung des Milchsaftes, da dadurch eine hohere
Bindung von Mauritanicain auf der AcroSep™ DEAE Ceramic HyperD F Siule der
Ionenaustauschchromatografie erreicht werden konnte. Somit konnte bei der Elution
die  Proteinkonzentration erhoht werden, was fiir die anschlielende

Grof3enausschlusschromatografie von Vorteil war.

Durch die Untersuchung von Mauritanicain mit MALDI-TOF-MS/MS konnten Hinweise
auf Sequenzen von Peptidfragmenten aus dem Protein ermittelt werden, was einen
Riickschluss auf die mogliche DNA-Sequenz der Peptide zulief. Die DNA-Sequenzen
dienten als Vorlage fiir das Designen von degenerierten Primern. Die degenerierten
Primer waren der Startpunkt fiir die De-novo Sequenzierung.

Die Untersuchung des Mauritanicains mittels ISD-MALDI-TOF-MS  zur
Strukturaufklarung des N-Terminus war fiir die finale Strukturaufklarung von zentraler
Bedeutung, weil durch diesen Versuch die Lokalisation des N-Terminus von
Mauritanicain in der DNA Sequenz gewdahrleistet werden konnte. Zudem lieferte die N-
terminale Sequenz den passenden Primer fiir die erste erfolgreiche PCR und diente

somit als Startpunkt fiir die Strukturaufklarung von Mauritanicain.
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Mittels in-silico Studie konnte anhand der Sequenz von Mauritanicain ein
Homologiemodell erstellt werden, welches fiir das Dynamikmodell unabdingbar war.
Zusammen mit dem Homologiemodell konnte die Struktur bzw. die
Aminosduresequenz abgeglichen werden und untersucht werden, ob diese
fehlerbehaftet ist oder nicht.

Das Protein war in dem Dynamikmodell {iber den gesamten untersuchten Zeitraum
stabil, die Aminosduren der katalytischen Triade haben sich nicht weiter als um ca.
0,6 A voneinander bewegt, was den Schluss zulasst, dass sowohl die Proteinsequenz,
als auch das Homologiemodell realen Bedingungen im Mauritanicain entsprechen. Als
aktives Zentrum konnten die Aminosduren Asparaginsaure s,), Histidin . und Serin

identifiziert werden.

In den Monozellkulturen mit HaCaT-Keratinozyten und primédren humanen dermalen
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass Mauritanicain und das Diterpen PMA
gemeinsame Einfliisse auf die Freisetzung von IL-8 haben. In den Keratinozyten wird
bei gleichzeitiger Stimulation mit Mauritanicain und PMA die Freisetzung von IL-8
erhoht, wiahrenddessen ist in Fibroblasten eine verminderte Freisetzung von IL-8 im
Vergleich zu der einzelnen Stimulation mit PMA zu detektieren. In den Zellkulturen
konnte sowohl auf genetischer, als auch auf histochemischer Grundlage die
Anwesenheit von PAR 2 nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass der selektive PAR2-
Agonist 2-Furoyl-LIGRLO-Amid in der Tendenz &hnliche Ergebnisse wie das
Mauritanicain liefert, lasst den Schluss zu, dass die physiologische Bioaktivitdt von
Mauritanicain auch PAR2 vermittelt ablauft.

Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, wie sich Proteasen und Diterpene
gegenseitig in Bezug auf die inflammatorische Immunantwort beeinflussen. Es ist
anzunehmen, dass die Kombination von Proteasen mit Diterpenen einer der
Haupteinflussfaktoren = der  Auslosung von  Entziindungsreaktionen  bzw.

Hautentziindungen nach Kontakt mit Milchsaft ist.
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ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY

In the present work, a new method was developed to depict the inflammatory potential
of milk juices on human skin model. The skin model provides a basis for further
screenings. The potential to trigger inflammation can be applied to other plants with
this experiment. Plants could thereby be categorized in the future and visually provided

with warning signs for the employees of botanical gardens.

The optimization of the isolation method was a particular hurdle for this work because
Mauritanicain had to be completely isolated on its own and had to be present in a highly
concentrated, salt-free solution. Dilution of the latex resulted in higher binding of
Mauritanicain on the AcroSep ™ DEAE Ceramic HyperD F column of ion exchange
chromatography. Thus, upon elution, the protein concentration could be increased,

which was advantageous for size exclusion chromatography.

The investigation of Mauritanicain with MALDI-TOF-MS/MS revealed indications for
possible sequences of peptide fragments from the protein, which allowed conclusions
to be drawn regarding the possible DNA sequence of the peptides. The DNA sequences
served as templates for the design of degenerated primers. The degenerated primers
were necessary for de- novo sequencing.

The investigation of the intact Mauritanicain by ISD-MALDI-TOF-MS delivered the
structure of the N-terminus and was for the structure elucidation of importance,
because by this experiment was necessary for localization of the DNA sequence. In
addition, the N-terminal sequence provided the appropriate primer for the first
successful PCR and thus served as the starting point for the structure elucidation of

Mauritanicain.

Using in-silico study, a homology model was created based on the sequence of
Mauritanicain, which was indispensable for the dynamics model. Together with the
homology model, the structure or the amino acid sequence was compared and
investigated whether it is defective or not. The protein was stable in the dynamics model
over the entire period studied, the amino acids of the catalytic triad did not move more

than approximately 0.6 A apart, suggesting that both the protein sequence and the
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homology model correspond to Mauritanicain. Aspartic acid,, histidiney, and
serine ,,s were identified as the active center of the protein.

In the mono cell cultures HaCaT-keratinocytes and primary human dermal fibroblasts
have been shown that Mauritanicain and the diterpene PMA have a common influence
on the release of IL-8. In the keratinocytes, stimulation by Mauritanicain together with
PMA increased the release of IL-8, whereas in fibroblasts a reduced release of IL-8 was
detectable compared to the single stimulation with PMA.

In both cell cultures, the presence of protease-activated receptor 2 was confirmed by
genetic and histochemical investigations. The fact, that the selective PAR2 agonist
2-Furoyl-LIGRLO-amide tends to produce similar results as Mauritanicain, suggests that
the physiological bioactivity of Mauritanicain is also mediated by activation of PAR2.
For the first time, this work demonstrated how proteases and diterpenes influence each
other regarding the inflammatory immune response. One can be assume that the
combination of proteases and diterpenes is one of the main influencing factors of the

triggering of inflammatory reactions or skin inflammations after contact with latices.
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