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I. Einleitung 1

I. Einleitung

1.1. Proteasen

Das Vorkommen in allen Lebensformen, die unterschiedliche Lokalisation innerhalb,
auflerhalb und an der Oberflache von Zellen und die funktionelle Diversitét l&sst die Gruppe
der proteolytischen Enzyme zu einer der vielfaltigsten und grofiten Enzymgruppen zahlen.
Insgesamt machen Proteasen ungefédhr die Halfte des Enzym-Weltmarktes aus. GrofRe
Bedeutung haben die alkalischen Proteasen vom Typ des Subtilisin aus Bakterien, die in
Waschmitteln eingesetzt werden, sowie die Rennine, Labenzyme zur Késeherstellung.
Weiterhin ist die pflanzliche Protease Papain aus Carica papaya L. (Caricaceae) fir die
Getrénkeindustrie zur Entfernung von Tribungen und fir die Lebensmittelindustrie zur
Fleischzartmachung (tenderizing) bzw. Geschmacksverbesserung von Proteinhydrolysaten
von grofler Bedeutung. Die Pankreasprotease Trypsin findet in der Lederindustrie zur
Entfernung von Haaren und Nichtstrukturproteinen Anwendung. Ein weiteres technologisches
Anwendungsgebiet stellt die Backindustrie dar, Aspergillus oryzae-Proteasen werden zum
Abbau von Gluten genutzt [1, 2].

1.1.1. Klassifizierung proteolytischer Enzyme

Proteolytische Enzyme (EC 3.4) (synonym Proteasen, Proteinasen, Peptidasen) katalysieren
die Hydrolyse von Peptidbindungen und werden entsprechend der Enzyme Commission (EC)
den Hydrolasen EC 3 zugeordnet. Je nach Angriffspunkt der Protease kann zwischen Exo-
und Endopeptidasen unterschieden werden. Exopeptidasen (EC 3.4.11. - EC 3.4.19.) spalten
Peptidbindungen vom N- oder C-Terminus der Polypeptidkette. Exopeptidasen, die nur eine
einzige Aminosaure vom freien N-terminalen Ende abspalten, werden als Aminopeptidasen,
die ein Dipeptid oder Tripeptid freisetzen, werden als Dipeptidyl-Peptidasen bzw.
Tripeptidyl-Peptidasen bezeichnet. Ist der Angriffsort der freie C-Terminus, so spricht man im
Falle der Abspaltung eines einzigen Restes von Carboxypeptidasen, im Falle der Freisetzung
eines Dipeptids von Peptidyl-Dipeptidasen. Endopeptidasen spalten die Bindungen innerhalb
der Polypeptidkette und werden nach dem Bau ihres aktiven Zentrums in Serin- (EC 3.4.21),
Cystein- (EC 3.4.22), Aspartat- (EC 3.4.23) und Metalloproteasen (EC 3.4.24) sowie
Proteasen unbekannten Typs (EC 3.4.99) unterschieden [3, 4].



I. Einleitung 2

1.1.1.1. Serinproteasen

Es gibt ca. 40 Serinprotease-Familien, die in 6 Clans eingruppiert werden. Die Katalyse
benotigt in Ergdnzung zum Serin, welches das Nukleophil darstellt, einen Protonendonator. In
den Clans SA, SB, SC und SH ist der Protonendonator die Aminoséure Histidin. Fir die
Katalyse ist noch eine dritte Aminoséure zur Orientierung des Imidazolringes des Histidins
notwendig. Gewohnlich ist dies Aspartat. Somit entsteht eine katalytische Triade. In Clan SH
ist es allerdings ein weiteres Histidin. In den Clans SE und SF hat Lysin die Rolle des
Protonendonators. Eine dritte Aminoséure ist nicht notwendig, es ist somit nur eine
katalytische Diade. Die Clans SA, SB und SC haben die typische katalytische Triade aus
Serin, Histidin und Aspartat, allerdings in unterschiedlichen Abfolgen [3].

||5 W\/\[/\/\/\/ E ||5 /\N\/\r\/\/\ E
_ | ; |
‘?r His Asp Ser His Ai;p
Q;S | | é E
— H oawQ— H— T H™mo—c¢
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Abb. 1 Mechanismus der Katalyse durch Serinproteasen adaptiert nach Antdo, C. M. und F. X.
Malcata (2005). Die Basisreaktion der Katalyse besteht aus zwei Schritten; 1. Die Formation einer Esters
zwischen dem Sauerstoff des Serins und der Acyl-Komponente der Peptidbindung des Substrats- dadurch bildet
sich ein tetraedrisches Intermediat, 2. durch die Deacylierung wird ein Proton eines Wassermolekdils auf das
Histidin ubertragen, welches zur Freisetzung der Carbonylkomponente und der Regenerierung des Enzyms [5].
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1.1.1.2. Cysteinproteasen

Cysteinproteasen (SH- oder Sulfhydrylproteasen) werden in 41 Familien eingeteilt. Im
aktiven Zentrum, welches gleichzeitig die nukleophile Komponente darstellt, ist die
Sulfhydrylgruppe des Cysteins. Der Mechanismus der Katalyse ist vergleichbar mit dem der
Serinproteasen, der Protonendonator ist bei allen Cysteinproteasen ein Histidin [5, 6].

1.1.1.3. Aspartatproteasen

Bei Aspartat- oder sauren Proteasen, ist das Wassermolekil im aktiven Zentrum von zwei
Aspartatresten umgeben. Die Aspartatreste fihren zur Aktivierung der Wassermolekiile.
Durch  Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen, sind sie gleichzeitig als
Protonenakzeptoren bzw. —donatoren. Das aktivierte Wassermolekdl agiert als Nukleophil
und initiiert die Hydrolyse der Peptidbindung unter Ausbildung eines tetraedrischen

Intermediats [7].

1.1.1.4. Metalloproteasen

Die Aktivierung des Wassermolekiils erfolgt bei Metalloproteasen in der Regel durch das
Zinkion im katalytischen Zentrum. Das aktivierte Wassermolekil agiert wiederum als
Nukleophil und initiiert die Hydrolyse der Peptidbindung. Als Protonenakzeptor reagiert hier
ein Glutamat. Es bildet sich ein tetraedrisches Intermediat. Nach anschlieBendem
Protonentransfer von der Carbonylfunktion des Glutamates auf die Aminkomponente der
Peptidbindung kommt es zur Hydrolyse der Peptidbindung und die Produkte diffundieren

vom aktiven Zentrum unter Regeneration des Enzyms [8].

1.1.2. Vorkommen und Bedeutung von Pflanzenmilchsaften

Mehr als 35000 Gefalipflanzen produzieren Milchsaft, Harze oder andere Exsudate. Milchsaft
wird von 39 Pflanzenfamilien in mehr als 20000 Arten [9, 10] produziert. Latexfuhrende
Pflanzen sind vor allem tropische Pflanzen, 12.2% aller Familien bzw. 14.0% aller tropischen

Species enthalten Milchsaft, hingegen sind nur 4,9% der Familien bzw. 5.9% der Species in
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gemaligten Breiten milchsaftfihrend. Regional betrachtet, findet man fir das tropische
Afrika bzw. tropische Sudamerika Anteile bis zu 35% aller Arten, die Milchsaft produzieren.
Weltweit sind 8.9% aller Pflanzen milchsafthaltig [9]. Phylogenetisch ist das VVorhandensein
milchsaftproduzierender Pflanzen weitverbreitet und konvergent, so dass die Entwicklung von
Latexstrukturen unabhéngig und auf mehreren Wegen stattfand. Es gibt eng miteinander
verwandte Familien innerhalb einer Ordnung, die milchsafthaltig sind und welche, die keinen
Milchsaft aufweisen, wie Moraceae vs. Rosaceae (Rosales), Apocynaceae vs. Rubiaceae

(Gentianales) oder Caricaceae vs. Brassicaceae (Brassicales).

Tab. 1 Ubersicht iber Milchsaft filhrende Pflanzenfamilien

Aceraceae Alismataceae Alliaceae Anacardiaceae Apiaceae
(Ahorngewéchse) (Froschloffel- (Lauchgewdchse) (Sumach- (Doldenblditler)
gewéchse) gewéchse)
Apocynaceae Aponogetonaceae Araceae Asclepiadaceae Asteraceae
(Hundsgift- (Wasseréhren- (Aronstab-gewéchse) | (Seidenpflanzen/ (Korbblutler)
gewachse) gewachse) Schwalbenwurz-
gewachse)
Butomaceae Cabombaceae Cactaceae Campanulaceae Cannabinaceae
(Schwanenblumen- | (Fischgrasgewdchse) (Kakteengewdchse) | (Glockenblumen- (Hanfgewéchse)
gewéchse) gewéchse)
Caricaceae Celastraceae Clusiaceae Connaraceae Convolvulaceae
(Melonenbaum- (Spindelbaum- (Johanniskraut- (Zebraholz- (Windengewachse)
gewéchse) gewéchse) gewéchse) gewéchse)
Curcurbitaceae Cyclanthaceae Eucommiaceae Euphorbiaceae Gnetaceae
(Kirbisgewachse) (Scheibenblumen- (Wolfsmilch-
gewéchse) gewéchse)
Hippocrateaceae Icacinaceae Menispermaceae Moraceae Musaceae
(Mondsamen- (Maulbeer- (Bananen
gewéchse) gewéchse) gewéchse)
Nymphaeaceae Olacaceae Papaveraceae Peripterygiaceae Podostemaceae
(Seerosen- (Mohngewéchse)
gewachse)
Sapindaceae Sapotaceae Saxifragaceae Urticaceae
(Seifenbaum- (Breiapfelgewéchse) | (Steinbrechgewéchse) (Brennnessel-
gewéchse) gewéchse)

Milchsaft stellt

eine wassrige Emulsion bzw. Suspension

mit

unterschiedlicher

Zusammensetzung dar. Das mdgliche Inhaltsstoffspektrum reicht von Starke, Olen, Tanninen,
Alkaloiden, Isoprenoiden, herzwirksame Steroidglykosiden, Di-und Triterpenen, Flavonoiden,
Proteinen, Lektinen und Enzymen (Polyphenoloxidasen und- peroxidasen, Proteasen,
Lipasen, Phosphatasen, Chitinasen) bis zu lebenden Zellen [9]. Die Latices haben dabei
verschiedene Farben und variieren je nach Zusammensetzung von durchsichtig, leicht
opaleszierend Uber weil triib bis hin zu gelben, rot oder orange gefarbten Milchséften. Der

unter Druck stehende Milchsaft tritt bei kleinsten Verletzungen von Blattern, Stengeln,
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Frichten oder Wurzeln aus und fuhrt bei den meisten Pflanzen innerhalb weniger Minuten
durch Koagulation zum Wundverschluss. AuBer zum Wundverschluss dient der Latex durch
zum Teil toxische Inhaltsstoffe der Abwehr von Fressfeinden und zum Schutz vor
Herbivoren, Parasiten, Pilzen und Pathogen allgemein. Der koagulierte Latex kann dabei zum
Verkleben der BeiBwerkzeuge von Insekten fuhren. Die Kombination aus Adhasivitat,
Waundverschluss und toxischen Inhaltsstoffen kann somit als Verteidigungssystem der

Pflanzen angesehen werden [11].

1.1.2.1. Industriell genutzte Milchsafte

Der wohl bekannteste und kommerziell genutzte Latex ist der Milchsaft von Hevea
brasiliensis MUELL. ARG. (Euphorbiaceae). Circa. 90% der Weltkautschukmenge (9,7 Mio.
t/a (2009)) International Rubber Study Group (IRSG)) wird aus dem in Plantagen angebauten
Kautschukbaum gewonnen und dient als Grundlage der Gummi-Industrie. Andere
Kautschukquellen sind der Panama- oder Castilla-Gummi aus Castilla elastica SESSE ex
CeRV. (Moraceae), Ceara- oder Manicoba-Gummi von Manihot glaziovii MULL. ARG.
(Euphorbiaceae), Assam bzw. Indischer Gummi von Ficus elastica RoxB. Moraceae, Lagos-
Seidengummi von Funtumia elastica (PREUSS) STAPF. (Apocynaceae), Landolphia Gummi
von verschiedenen Arten der Gattung Landolphia P. BEAUV (Apocynaceae), Guayule von
Parthenium argentatum A. GRAY (Asteraceae), Dandelion-Gummi von Taraxacum kok-
saghyz L. E. RopIN (Asteraceae) und kleinere Vorkommen in Euphorbia intisy DRAKE
(Euphorbiaceae), Cryptostegia grandiflora RoxB. ex R. BR. und C. madagascariensis BOJER
ex DECNE (Apocynaceae), Hancornia speciosa GOMES (Apocynaceae), Asclepias subulata
DEecNE. (Asclepiadaceae) und Apocynum cannabinum L. (Apocynaceae). Andere kommerziell
genutzte Latexprodukte sind Guttapercha (Palaquium gutta (HOOK.) BURCK, Sapotaceae),
Balata (Manilkara bidentata (A. DC.) A. CHEvV., Sapotaceae), Jelutong (Dyera costulata
Hook. f., Apocynaceae) und Chicle (Manilkara zapota (L.) P. ROYEN, Sapotaceae), welche
dienen bzw. dienten als Ausgangsprodukte fur die Kaugummiproduktion (Chicle),
Klebematerial ~ fir  chirurgische  Pflaster und fur zahnmedizinische  Zwecke
(Guttaperchaspitzen bei Wurzelspitzenbehandlungen) aber auch als Isolierung fir submarine
Kabel [12].
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1.1.2.2. Pharmazeutische und traditionelle Nutzung von Pflanzenmilchséaften

Neben der kommerziellen Nutzung von Latex als Kautschukquelle wird Latex auch in der
traditionellen Heilkunde verwendet. Der Milchsaft des Schéllkrauts (Chelidonium majus,
Papaveraceae) wird als Mittel zur Warzenentfernung verwendet [13]. Der getrocknete
Milchsaft der unreifen Kapselfriichte von Papaver somniferum L., die nach dem Fall der
Kronblatter angeritzt werden, stellt die Droge Opium cudrum dar. Aus Rohopium werden
diverse Isochinolinalkaloide isoliert. Diese dienen vor allem als Therapeutika in der
Schmerztherapie (z.B. Morphin, Codein) und als Antitussiva (z.B. Codein, Noscapin) sowie
als Spasmolytikum (Papaverin). Desweiteren werden die Milchsafte von Funastrum clausum
(JACQ.) SCHLECHTER [14] und Araujia hortorum FOURN. [15] ebenfalls als Mittel zur
Entfernung von Warzen genutzt. Eine andere Anwendungsmaglichkeit von Latices, ist die
Behandlung von gastrointestinalen Nematoden. So wird der Milchsaft des Christusdorns
Euphorbia milii DEs MouL. gegen Leberegel, Bilharziose sowohl bei Tieren (Rindern und
Schafen) als auch beim Menschen eingesetzt [16], auch der Latex von Ficus glabrata H. B. K.
wird gegen Nematoden eingesetzt [17]. Der Latex von Ervatamia coronaria (JACQ.) STAPF.
wirkt kiihlend und ist auf Grund seiner antiinflammatiorischen Effekte wundheilungsférdernd
[18].

1.1.3. Proteolytische Enzyme in Pflanzenmilchsaften

Uber 130 verschieden Arten mit proteolytischer Aktivitat im Latex sind in der Literatur
beschrieben. Die meisten sind Vertreter der Moraceae (65), Euphorbiaceae (26), Apocynaceae
(13), Asclepiadaceae (11), Caricaceae (6), Asteraceae (2) und Convolvulaceae (1) und
Anacardiaceae (1) [19]. Bisher wurden 46 Arten hinsichtlich ihrer Zugehdérigkeit zu einer der
Proteaseklassen untersucht, dabei wurden 22 Arten mit Serinprotease- und 22 Arten mit
Cysteinproteaseaktivitat gefunden, bei einigen Arten wurden auch mehrere Proteasen isoliert,

aus der Gruppe der Aspartat- und Metalloproteasen ist bis heute nur jeweils eine Art bekannt.
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1.1.3.1. Serinproteasen aus Milchséaften

22 Serinproteasen sind bisher beschrieben worden. Darunter wurden vor allem Serinproteasen

in der Familie der Euphorbiaceen isoliert, von den 12 charakterisierten Proteasen aus

Euphorbiaceen entfallen 10 auf die Gattung Euphorbia. Die beiden einzigen in Asteraceae

gefunden Proteasen Parthenain (Parthenium argentatum A. GRAY) und Taraxalisin

(Taraxacum officinale WEBB s. 1) wurden ebenfalls als Serinproteasen beschrieben.

Desweiteren wurden sechs Serinproteasen aus der Familie der Moraceae, eine aus der Familie

der Convolvulaceae und eine aus der Familie der Asclepiadaceae isoliert.

Tab. 2 Serinproteasen und deren biochemische Eigenschaften

Protease Art M, Isoelk- pH-Optimum-  Temperatur-  Ref.
[kDa] trischer (Substrat) Optimum
Punkt (PI) [°C]
(Substrat)
Cryptolepain Cryptolepis buchananii 79.5 6.3 8-10 65-75 [20,
ROEM. & SCHULT. (Azoalbumin) (Azoalbumin)  21]
Asclepiadaceae
Parthenain Parthenium argentatum 63 6.3 7.0-8.0 (z- - [22]
A. GRAY Asteraceae glycine-p-
nitrophenyl-
ester)
Taraxalisin Taraxacum officinale 65 4.5 8.0 (Glp-Ala- 40 (Glp-Ala- [23]
WEBB s.l. Asteraceae Ala-Leu-pNa) Ala-Leu-pNa)
Carnein Ipomoea carnea ssp. 80.236 6.5 6.5 60 [24,
fistulosa (MART. ex 25]
CHolsy) D.F. AusTIN
Convolvulaceae
Euphorbain D;  Elaeophorbia drupifera 117 5.8-7.5 6.3 (d1) - [26]
D, (ScHuM.) Stapf. 65 5.2-9.1 7.8(d2)
Euphorbiaceae (Azokollagen)
Euphorbain Y; Euphorbia cyparissias L. 67 5.2 5.2 [27]
Y, Euphorbiaceae 33 5.2 55
Ys 67 6.3 7.0
(azocollagen)
Euphorbain Euphorbia lactea HAW. - [28]
La; Euphorbiaceae 66 7.0 La; : 7.5
La, 44 5.0-6.4 (Azokollagen)
Las 33 4.5
Euphorbain Lc  Euphorbia lactea L. 70 5.0-8.0 8.3 - [28]
cristata Euphorbiaceae (5) (Azokollagen)
Euphorbain L Euphorbia lathyris L. 43 4.9 7-7.5 - [29]
Euphorbiaceae
Milin Euphorbia milii DEs 51.4 7.2 8.0 60 [16]
MouL. Euphorbiaceae (Casein)
Neriifolin Euphorbia neriifolia 35.24 5.7 8.5 55 [30]
Euphorbiaceae
Protease Euphorbia pseudo- 82 - 7.5 - [31]
chamaesyce FISCH. (Casein)
Euphorbiaceae
Euphorbain P Euphorbia pulcherrima 74 4.7 7.0 - [32]
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WILLD. Euphorbiaceae (Azocasein)
Euphorbain T;  Euphorbia tirucalli L. 74 [33]
T, Euphorbiaceae 74 5.0-5.5(4)
Euphorbain T; 74 4.7-5.2(4)
T, 74 4.0-5.0(4)
Hevain A Hevea brasiliensis 69 4.3 A: 6.6 - [34,
B MUELL. ARG 58 48-53(4) B:6.3 35]
L Euphorbiaceae 80 4.9-6.9(6) L:6.3and7.7
(CGN)
Two proteases  Synadenium grantii 76+2 - 7.0 60 [36]
Hook. f. (Azocasein)
Euphorbiaceae
Artocarpin Artocarpus heterophyllus  79.5 6.3 8.0 (Casein) 60 (Casein) [37]
LAM. Moraceae
Macluralisin Maclura pomifera (RAF.) 65 - 8.5 (Glp-Ala- 58 (Glp-Ala- [38]
SCHNEID. Moraceae Ala-Leu- Ala-Leu -
NHCgH4NO,) HC¢H,NO,)
Ficin E Ficus elastica ROXB. 50 3.7 6.0 - [39]
Moraceae (Azokollagen)
Religiosin B Ficus religiosa L. 63 7.6 8.0-8.5 55 [40]
Moraceae
Indicain Morus indica L. 67.3 4.8 8.5 80 [41]
Moraceae 67.2
Streblin Streblus asper LOUR. 64 9.2 9.0 65 [42]
Moraceae

1.1.3.2. Cysteinproteasen aus Milchséaften

Die 22 bisher charakterisierten Cysteinproteasen sind vor allem aus Arten der Asclepiadaceae,
Apocynaceae, Moraceae und Caricaceae und eine Euphorbie (Euphorbia milii var. hislopii).
Aus dem Latex von Carica papaya sind 4 verschiedene Cysteinproteasen isoliert worden
(Papain, Caricain, Chymopapain, Glycylendopeptidase). In Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die Proteasen des Papayalatex direkt als Verteidigungsagenz dienen und als
Defence-Proteine bezeichnet werden kdnnen. Raupen des Gotterbaumspinners (Samia cynthia
ricini, Saturniidae) wurden entweder mit nativen Blattern des Papayabaums oder mit
Papayablattern, aus denen der Latex ausgewaschen wurde bzw. Blatter, die mit dem
Inhibitor E-64
behandelt und somit die Cysteinproteasen inhibiert wurden, gefittert. Bei Raupen die mit den

spezifischen (trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)-butan)
ausgewaschenen bzw. mit E-64 behandelten Blattern geflttert worden, zeigten sich keine
Stérungen im Wachstum wie bei denen, die mit den Kontrollblattern (Blatter von Ricinus
communis L.) gefuttert wurden, hingegen starben bzw. wuchsen die Raupen kaum, die mit
den nativen Blattern gefiittert wurden. Gleiche Ergebnisse wurden auch mit den Blattern von

Ficus variegata erzielt [43].
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Tab. 3 Cysteinproteasen und deren biochemische Eigenschaften
Protease Art M, Pl pH-Optimum Temperatur- Ref.
[kDa] (Substrat) Optimum[°C]
(Substrat)
Ervatamin A Ervatamia coronaria 27.6 8.37 8.0-85 50-55 [18]
(JACQ.) STAPF. (Azoalbumin) (Azoalbumin)
Apocynaceae
Ervatamin B Ervatamia coronaria 26 9.35  6.0-6.5 (Azocasein)  50-55 [44]
(JACQ.) STAPF. 7.0-7.5
Apocynaceae (Azoalbumin)
Ervatamin C Ervatamia coronaria 23 954  75-8.0 50 (Azoalbumin) [44-
(JACQ.) STAPF. (Azoalbumin) 47]
Apocynaceae
Heynein Ervatamia heyneana 23 108  8.0-85 52+2 [45]
(WALL.) T. COOKE (Hamoglobin)
Apocynaceae
Funastrain CIl  Funastrum clausum 23.636 >9.3 9-10 (Casein) [14,
(JACQ.) SCHLECHTER 6.2-6.8 (PFLNA) 48]
Apocynaceae
Philibertain Philiberta gilliesii 23.530 >10.2 7.6  (Casein) [49]
Gl HoOK. et ARN. (fruits) 5 6.2-7.2 (PFLNA)
Apocynaceae
Morrenain Bl Morrenia 23.205 >9.3  8.4-9.0 (Casein) [50-
brachystephana GRISEB. 52]
Asclepiadaceae
Morrenain BIl  Morrenia 25.5 >9.3  7.5-9.0 (Casein) [50-
brachystephana GRISEB. 52]
Asclepiadaceae
Morrenain Oll  Morrenia odorata 25.8 >9.3  7.0-10.0 (Casein) [51]
HOOK. et ARN.
Asclepiadaceae
Asclepain F Asclepias fruticosa L. 23.652 >9.3  8.5-10.5 (Casein)
Asclepiadaceae [53]
Asclepain C | Asclepias curassavica L.  23.2 >93 85
Asclepiadaceae [54]
Asclepain A3 Asclepias syrica L. 23 7.5-8.5 (Casein) [55]
B5 Asclepiadaceae 21 7.0-7.5 (Casein)
Asclepain G Asclepias glaucescens Ag3;22.6 >9 [56]
10 forms H.B.K. Asclepiadaceae Ags23.5
Ag; 23
Agg23.5
Asclepain S Asclepias speciosa 7.0-8.0 65-75 [57]
TORR. Asclepiadaceae
Calotropin DI Calotropis gigantea (L.) 23.8 955  7.5-8.0 55 [58-
DIl DYRAND. 24.2 9.65 60]
Asclepiadaceae
Procerain Calotropis procera 28.8 932 7.0-9.0 55-60°C [61]
(AITON) DRYAND. (Azoalbumin) (Azoalbumin)
Asclepiadaceae
Araujiain H | Araujia hortorum 24.03 >9.3  8.0-9.5 (Casein) 60 [15,
FOURN. Asclepiadaceae 62]
Araujiain H Il Araujia hortorum 23.718 8.9 8.0-9.0 (Casein) [62]
FOURN. Asclepiadaceae
Araujiain H 111 Araujia hortorum 23.546 >9.3  8.0-9.0 (Casein) [62]
FOURN. Asclepiadaceae
Mexicain Jacartia mexicana A. 23.8 8.5-9.0 (Casein) 65 [63,
DC. (fruits) Caricaceae 64]
Papain Carica papaya L. 23.429 875 55-7.0 [3]
Caricaceae
Caricain Carica papaya L. 23.280 117 7.0 [3]
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Caricaceae
Chymopapain  Carica papaya L. 23.650 10.3- 7 [3]
Caricaceae 10.7
Glycyl- Carica papaya L. 23.313 above 7 [3]
endopeptidases  Caricaceae 10
Endopeptidase  Carica candamarcensis  23-28.6  above 6.8 (7.0) 60 [65-
CCl, CCl|, Hook. f. Caricaceae 10.5- 71]
CClll,CClV, 115
CC28, CMS1,
CMS2
Eumilin Euphorbia milii var. 30 - 8.0 60 [72]
hislopii (N.E. BR.)
URSCH & LEANDRI
Euphorbiaceae
Ficain Ficus glabrata H.B.K. - - 7.0 [3,
Moraceae 17]
Ficain P I Ficus pumila L. 28.6 >93 7.0-9.0 65 [73]
Moraceae (Casein)
Ficain Ficus carica var. 24.0- 8.3- 8.0 60 [74-
A B, C,D horaishi Moraceae 26.0 10.2 76]
Protease Ficus hispida L. f. 4.4- 7.0 40 [77]
Moraceae 4.7

1.1.3.3. Aspartatproteasen aus Milchsaften

Die einzige bisher charakterisierte Aspartatprotease wurde von Devaraj et al. (2008) [78] aus
dem Latex von Ficus racemosa L. isoliert. Der Latex wird als Aphrodisiakum aber auch
gegen Geschwire, Diarrhd, Hamorrhoiden und Ruhr sowie zur Behandlung von
Magenschmerzen und Knochenbriichen verwendet. AuRerdem wird der Latex aufgrund seiner
Adhasivitat genutzt [79].

Tab. 4 Aspartatprotease und deren biochemische Eigenschaft

Protease Art M, Pl pH-Optimum Temperatur- Ref.
[kDa] (Substrat) Optimum [°C]
Protease Ficus racemosa L. 44.5 45-64 - 50 [78]
Moraceae

1.1.3.4. Metalloproteasen aus Milchsaften

Cotinifolin wurde von Kumar et al. (2011) [80] aus dem Latex von Euphorbia cotinifolia L.
(Caribean Copper plant red spurge) isoliert und als Metalloprotease charakterisiert. Die
Blatter von Euphorbia cotinifolia L. haben molluzkizide und antivirale Eigenschaften. In
Bezug auf die antiviralen Eigenschaften haben vor allem Wasser/Methanolextrakte starke
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antiherpale Wirkungen [80]. Cotinifolin ist die einzige Metalloprotease aus pflanzlichem

Milchsaft, die bisher biochemisch charakterisiert wurde.

Tab. 5 Metalloprotease und deren biochemischen Eigenschaften

Protease Art M, Pl pH-Optimum  Temperatur Ref.
[kDa] (Substrate) Optimum [°C]
Cotinifolin Euphorbia cotinifolia L.  79.76 7.7 7.0-8.0 50 [80]

Euphorbiaceae

1.1.3.5. Proteasehaltige Milchsafte ohne Zuordnung

Diverse Pflanzenarten wurden positiv hinsichtlich der Proteasesaktivitat im Latex getestet. ES

wurden allerdings keine Untersuchungen mit spezifischen Inhibitoren durchgefihrt. Daher ist

eine Zuordnung zu einer der Proteasefamilien nicht moglich.

Tab. 6 Ubersicht tiber proteasehaltige Latices ohne Zuordnung

Apocynaceae Ref. Caricaceae Ref. Euphorbiaceae Ref. Moraceae Ref.
Holarrhena [81] Vasconcellea [82] Euphorbia [83] Brosimum [84]
antidysenterica x heilbornii V. amygdaloides L. alicastrum Sw.
(L.)WALL. ex A. DC. M. BADILLO
Plumeria acutifolia [81] Vasconcellea  [82] Euphorbia [85] Broussonetia [84]
(AIT) WOODSOON monoica cerifera ALC. papyrifera VENT.
(DESF.) A.
DC.
Plumeria obtusifolia [81] Vasconcellea  [82] Euphorbia [86] Ficus [81]
L. stipulata V. coerulescens HAw. benghalensis L.
M. BADILLO
Tabernaemontana [81] Euphorbia esula [87] Ficus benjamina [84]
divaricata L. L. L.
Tabernaemontana [88] Euphorbia [87] Ficus brevifolia [84]
grandiflora JACQ. helioscopia L. NUTT.
MIERS
Thevetia nerifolia [81] Euphorbia hirta [81] Ficus carica L. [89]
JUR. ex STEUD. L. var. kadota
Vallaris heynei [81] Euphorbia [90] Ficus carica ssp. [91]
SPRUNG royleana Boiss.
Wirghtia tinctoria R. [92] Euphorbia [86] Ficus crassinervia [84]
BR. splendens BOJER DESF. ex
ex HooK. WILLDENOW
Euphorbia trigona [86] Ficus glabella [84]
Haw. BLUME
Anacardiaceae Huracrepitans L.  [93] Ficus glomerata [81]
ROXB.
Mangifera indica L. [94] Jatropha curcas L. [95, Ficus laurifolia [97]
96] HORT. ex LAM.
Jatropha [90] Ficus nitida [84]
gossypifolia L. THUNB.
Jatropha [81] Ficus nota [84]
podagrica HOOK. (BLANCO) MERR.
Ficus religiosa L.  [81]
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Ficus spragueana  [84]
MILDBR. & BURRET

37 Ficus ssp. [98]
Morus alba L. [87]
Morus nigra L. [84]

1.1.4. Euphorbiaceae

Die Familie der Wolfsmilchgewédchse (Euphorbiaceae, Malpighiales) wird in drei
Unterfamilien unterteilt. In der vorliegenden Arbeit stellt die Unterfamilie Euphorbioideae

einen Schwerpunkt dar und innerhalb der Unterfamilie die Gattung Euphorbia.

1.1.4.1. Systematischer Uberblick Euphorbiaceae

Euphorbiaceae
Unterfamilien Acalyphoideae
Crotonoideae
Euphorbioideae
Tribus Euphorbieae
Subtribus Anthosteminae
Subtribus Euphorbiinae
Gattung Euphorbia
Untergattung Esula
Untergattung Chamaesyce
Untergatung Euphorbia
Untergattung Rhizanthium
Subtribus Neoguillauminiinae
Tribus Hippomaneae
Subtribus Carumbiinae
Subtribus Hippomaninae
Tribus Hureae
Tribus Pachystromateae
Tribus Stomatocalyceae
Subtribus Hamilcoinae
Subtribus Stomatocalycinae


http://de.wikipedia.org/wiki/Euphorbia
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1.1.4.2. Gattung Euphorbia

Die Gattung Euphorbia umfasst ca. 2000 Arten und ist damit einer der artenreichsten
Gattungen im Pflanzenreich. Die meisten Arten sind krautig oder verholzende Baume oder
Straucher mit teils toxischem Milchsaft in ungegliederten Milchsaftrohren. Die Halfte der
Arten sind Xerophyten. Die Blétter sind tberwiegend wechselstdndig oder seltener quirlig
bzw. kreuzstandig angeordnet. Die mannlichen Bluten stehen in den Achseln sogenannter
Cyathien aus einer Hulle von finf Hochblattern. Die weibliche Bliite bildet als Fruchtknoten
das Ende der Achse. Der Milchsaft weist, mikroskopisch betrachtet, stabchen- bzw.
hantelférmige Starkekdrner auf [99].

Den Namen der Gattung findet man schon bei Plinius dem Alteren (23-79 n. Chr.), der
beschreibt, dass Konig Juba Il. von Mauretanien die Heilkraft einer im Atlasgebirge
wachsenden dornigen Pflanze entdeckt (wahrscheinlich Euphorbia officinarum oder E.
resinifera) habe, deren milchiger Saft starke Kraft habe. Der geronnene Saft wurde als
Gummi Euphorbium gegen Schlangenbisse angewendet. Der Legende nach hat Kénig Juba Il
die Pflanze den Namen Euphorbea gegeben, da ihn deren gedrungene, fleischige Gestalt an
seinen Leibarzt Euphorbus erinnerte. Der deutsche Name Wolfsmilch geht auf den beil3end
schmeckenden Milchsaft zuriick. Der englische Name der Gattung spurge, abgeleitet vom
Mittelenglischen /Altfranzdsisch espurge (to purge) geht auf die Verwendung von Euphorbien
als Abfuhrmittel zurtick [100].

Euphorbium, der erhartete Milchsaft von Euphorbia officinarum oder E. resinifera, wird auch
heute in Form homdopathischen Dilutionen in Euphorbium comp. SN Tropfen (Heel, Dilution
D3) bei chronischen Entziindungen der Nasennebenhohlen (Sinusitis) und bei Tubenkatarrhen
bzw. Euphorbium comp. Nasentropfen SN (Heel, Dilution D4) bei Schnupfen und zur
Begleittherapie bei Nasennebenhohlenentziindungen eingesetzt [101]. Weiterhin wird in der
Homoopathie Euphorbium bei Erkrankungen mit dem Leitsymptom Brennen verwendet. Wie
zum Beispiel brennende Schmerzen der Schleimh&ute, Brennen in inneren Organen, Gangrén
innerer Organe sowie unertrégliche, brennende Karzinomschmerzen[102].

Traditionell wird der Milchsaft von Euphorbien als Mittel gegen Hauterkrankungen und zur
Entfernung von Warzen genutzt. So wird der Latex von E. heterodoxa als Balsam gegen
Geschwire an Lippen, Nasen und Augenliedern in Stidamerika genutzt. Die Behandlung von
Warzen ist fir Euphorbia milii var. splendens beschrieben, sowie die in niedrigen Dosen
letale Wirkung auf die als Vektor fiir Bilharziose fungierenden Schnecken[103]. Es stellt ein

gunstiges und vor Ort produzierbares Mittel zur Kontrolle dieser Krankheit dar. Der Latex
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von Euphorbia peplus wird ebenfalls zur Behandlung von Warzen verwendet aber auch fir
die Behandlung von Huhneraugen und Asthma. Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Behandlung
von Hauttumoren [104].

Die Milchséfte von Euphorbia abyssinica GMEL., Euphorbia cooperi N.E. BR. ex A. BERGER,
Euphorbia ingens E. MEY. ex Bolss., Euphorbia poissonii PAX, Euphorbia tirucalli L. und
Euphorbia trigona HAw werden zum Poisoning Fishing genutzt [105]. Die Funktion der
Kiemen der Fische wird eingeschrankt und diese treiben dann an der Wasseroberflache. Der
Prozess ist so schnell, dass das Fischfleisch nicht vergiftet wird.

Ansonsten sind die Euphorbia-Milchséafte auf Grund des Vorkommens cocarcinogener und
Tumor-fordernder Diterpenester, wie z.B. des Phorbol- bzw. Ingenol-Typs und ihrer starken,
reizenden Eigenschaften auf Haut und Schleimhdute eher geflrchtet. Entziindungsgeschehen
im Rahmen von Unfallen mit Milchsaften sind lange bekannt. Nach Kontakt mit dem
Milchsaft kann es zu starken Reaktionen der Haut kommen. Diese kdnnen mit Rétungen,
Juckreiz, Schwellungen, Blasenbildung und Odem einhergehen [106]. Wenn der Saft mit den
Augen in Kontakt kommt, kann es zur Konjunktivitis, Keratitis mit feiner Blasenbildung,
Iritis oder/und Iridozyklitis fuhren. In schlimmsten Fallen kam es zur Erblindung [107]. Nach
oraler Aufnahme von Euphorbien-Milchsaften kann es beim Menschen zu Magenschmerzen,
blutigen Durchféllen, Erbrechen, Herzrhythmusstérungen und Bewusstseinsstdrungen
kommen [106].

Abb. 2 Blasenbildung im Bereich des Kinns nach Kontakt mit Euphorbia helioscopia L. [106]
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I1. Zielsetzung der Arbeit

Das Vorkommen von Proteasen in pflanzlichen Milchsaften wurde bisher nur fur wenige
Pflanzen bzw. Pflanzenfamilien beschrieben. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit ein
Screening Uber verschiedene Pflanzenfamilien vorgenommen werden. Ein  besonderes
Augenmerk wurde dabei auf die Pflanzenfamilie Euphorbiaceae gelegt.

Des Weiteren sollte untersucht werden, um welchen Typ von Protease es sich handelt. Daher
wurden ausgewdhlte Pflanzen einem Inhibitor-Screening unterzogen, um anhand der
Residualaktivitaten auf den Proteasetyp zuschlieRRen.

Da proteolytische Enzyme aufgrund ihrer Spezifitdt und Stabilitat auch industriell genutzt
werden, war das Ziel, eine Protease zu reinigen und zu charakterisieren.

Euphorbienlatices werden nicht nur volksmedizinisch genutzt. Aufgrund ihres
Inhaltsstoffspektrums und des VVorkommens von Diterpenestern besteht auch toxikologisches
Interesse. Es sollte der Einfluss von Diterpenestern und Proteasen sowie deren Kombination
in vitalen differenzierten monozytéren Zellen hinsichtlich der Modulation des Status der
Interleukin-6 Sekretion ermittelt werden, um Aussagen zur Entzindunginduktionen durch

Milchséafte zu erhalten.
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I11. Material und Methoden

I11.1. Gerate
111.1.1. Elektrophorese

e Mini-Protean-3-cell-Elektrophoresekammer, Bio-Rad, Miinchen

e Power-Pac 300, Bio Rad, Miinchen

111.1.2. Zellkultur

e Biosafe plus, Integra Bioscience, Fernwald

CASY-Cellcounter, Schérfe System GmbH, Reutlingen
Prézisionsheizplatte PZ 28-1, Harry Gestigkeit GmbH, Dusseldorf

Sterilbank, Tecnoflow, Integra Bioscience, Fernwald

Vakuum Sicherheitsabsaugsystem A2 104, VWR, Darmstadt

Pipettierhilfe Maxipette, Greiner bio-one, Frickenhausen

111.1.3. Waagen

e Sartorius portable PT1200, Sartorius, Gottingen
e Sartorius analytic AC210P, Sartorius, G6ttingen
e Sartorius BP211D, Sartorius, Gottingen

111.1.4. Zentrifugen

e Biofuge pico, Heraeus instruments, Hanau
e Medifuge, Heraeus instruments, Hanau

e Megafuge 1.0, Heraeus instruments, Hanau
e Mikro200R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

I11.1.5. Sonstige Gerate

e Alpha 2-4 Gefrietrocknungsanlage, Osterode
e Canon Power Shot G5, Canon, Krefeld
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Canon EOS 1000D, Canon, Krefeld

Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene, Thermo Fischer Sientific, Rockford, USA
Epi-Fluoreszenzmikroskop, BX 41, Olympus, Japan

Lichtmikroskop TMS-F, Nikon, Japan

MALDI-TOF-Massenspektrometer (AUTOFLEX-I11 LRF200-CID, ausgestattet mit
einem Smartbeam-Laser 200, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
Mikroplattenreader, Tecan Infinite F200, Tecan, Berlin

Mikroplattenreader, Tecan- Spectra Fluor, Tecan, Berlin
Mini-pH-Einstabmesskette, SymphonySP70P, VWR Prolab, Leuven

MS2 Minishaker, IKA® Labortechnik, Staufen

pH-Einstabsmesskette Typ Nr. N 62, Schott, Mainz

pH-Meter766, Knick, Berlin

Rotavopor R114, Buchi, Flawil, Schweiz

Smartline Pumpe 1000, Knauer, Berlin

Thermomixer MKR13, HLC BioTech, Bovenden

Ultraschallbad Sonorex RK 100, BANDELIN electronic GmbH, Berlin

Vacuum concentrator, Bachofer, Reutlingen

Varioklav, H+P Labortechnik, Hackermoos

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Wasseraufbereitungsanlage (SG Reinstwasser-System) SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH, Barsbiittel

Wasserbad GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel
Kolbenhubpipetten, Eppendorf, Hamburg

Mehrkanalpipette Transferpette®-8, Brand, Wertheim

Variable Wavelength monitor, Knauer, Berlin

111.2. Verbrauchsmaterial

111.2.1. Zellkultur

Casy Ton Losung, Schérfe System GmbH, Reutlingen(Roch Diagnostics Mannheim)
Fetales Kalberserum (FBS superior), Biochrom AG, Berlin

Fibronectin from human plasma, Roche diagnostics, Mannheim
L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM), Biochrom AG, Berlin

Lipopolysaccharides(LPS) from Escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich, Steinheim
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e Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA), Calbiochem
e Phosphate buffered saline (PBS ohne Ca?*, Mg?*), Biochrom AG, Berlin

e Rekombinates humanes Interferon gamma, Biomol, Hamburg
o RPMI 1640 Zellkulturmedium flussig mit 2,09/l NaHCOg3, ohne Phenolrot, ohne

Glutamin), Biochrom AG, Berlin

111.2.2. Elektrophorese

Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution, BioRad, Miinchen
10x Tris/Glycin/SDS/Buffer, Bio-Rad, Miinchen
Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, Miinchen
10x Tris/Glycin/Buffer, Bio-Rad, Miinchen
SDS Ready Gel Precast Gels, 10% Tris-HCL, Bio-Rad, Miinchen
SDS Ready Gel Precast Gels, 12% Tris-HCL, Bio-Rad, Miinchen
SDS Ready Gel Precast Gels, 10-20% Tris-HCL, Bio-Rad, Miinchen
Destain Solution Coomassie R-250, Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad Silver Staining Kit, Bio-Rad, Miinchen
= Bio-Rad Silverstain Developer
* Bio-Rad Silverstain, Oxidizer concentrate
= Bio-Rad Silverstain, Silver
SDS-Page Standards, broad range, Bio-Rad, Miinchen
= Myosin 200 kDa, 3- Galactosidase 116,25 kDa, Phosphorylase b 97,4
kDa; BSA 66,2 kDa; Ovalbumin 45 kDa; Carboanhydrase 31 kDa;
Trypsininhibitor 21,5 kDa; Lysozym 14,4 kDa, Aprotinin 6,5 kDa

Protein Marker | (14-116), Applichem, Darmstadt
Protein Marker 11 (6,5-200) prestained, Applichem, Darmstadt
Rapid Stain™, Bioscience, St. Louis, MO, USA
Precision Plus Protein Dual Xtra Standards (2-250) Bio-Rad, Miinchen
Glycoprotein-Staining-Kit, Pierce Protein Research Products, Thermo Scientific,
Rockford (USA)

= Oxidation Reagent

= Reduction Reagent

= Glycoprotein Stain solution

= Positive Control (Horseradish Peroxidase)
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111.2.4.

111.2.5.

= Negative Control (Soybean Trypsin Inhibitor)
Ready Gel Zymogram Gel, 12%, Casein, Bio-Rad, Miinchen
Zymogram Sample Buffer, Bio-Rad, Minchen
= 62,5 mM Tris- HCI, pH 6,8; 4% SDS; 25% Glycerol; 0,01%
Bromphenolblau
10x Zymogram Development Buffer, Bio-Rad, Miinchen
10x Zymogram Renaturation Buffer, Bio-Rad, M{inchen
2-Mercaptoethanol, Sigma Aldrich, Steinheim
GELoader Tips 0,5- 20 pl, Eppendorf, Hamburg

Substrate

Boc-Asp-(OBzl)-Pro-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
Boc-Val-Pro-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
BZ-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, CH

Enzchek Protease Assay kit green fluorescence, Invitrogen, Karlsruhe
H-Leu-AMC, Bachem, Bubendorf, CH

H-Phe-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
MeOSucc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
Succ-Ala-Ala-Phe-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
Universal Protease Substrate, Roche, Mannheim
Z-Gly-Gly-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, CH
Z-Phe-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, CH

Enzyme

Papain from Carica papaya, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pepsin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Thermolysin from Bacillus thermoproteolyticus rokko, Sigma-Aldrich, Steinheim

Thrombin, Calbiochem, Merck, Darmstadt
Thrombin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Trypsin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Inhibitoren

AEBSF, Applichem, Darmstadt

Aprotinin, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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e E-64, Sigma Aldrich, Taufkirchen

e EDTA Dinatrium dihydrat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
e EGTA, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

e Leupeptin, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

e Pefabloc SC, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

e Pepstatin A, Sigma Aldrich, Taufkirchen

e Phosphoramidon, Sigma Aldrich, Taufkirchen

111.2.6. Dialyse

e Microcentrifuge filters-Ultrafree MC Filter Units (NMWL 5000), Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim

QuixSep-Mikro-Dialysierkapseln, Carl Roth AG, Karlsruhe

Vivaspin 4 (MWCO 5000 Da), Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen
Vivaspin 500 (MWCO 5000 Da), Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen
ZelluTrans-V-Series Dialyse Membran (1000 MWCO), Carl Roth AG, Karlsruhe

111.2.7. Chromatographie

e AcroSep™ Chromatography columns, Pall Corporation, Ann Arbor, USA
e CM Ceramic HyperD F
e Q Ceramic HyperD F
e DEAE Ceramic HyperD F
e Grolenausschlusschromatographie
e Discovery Bio GFC 150 30 cm x 4.6 mm 1.D., Supelco, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim

111.2.8. Zelllinien

e THP-1, Humane akute monozytische Leuk&mie, ACC 16, DSMZ Braunschweig
e U-937, Humane akute monozytische Leukamie, ATCC, CRL-1593.2, DSMZ

Braunschweig

111.2.9. Kits

e Human II-6 ELISA Ready-SET-Go!, eBioscience, San Diego, USA

= Capture Antibody (purified anti-human 11-6 (clone MQ2-13A5)
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Detection Antibody (Biotin-conjugate anti-human 11-6) (clone MQ2-
39C3)

11-6 standard (purified human 11-6) (1 pg/ml)

ELISA/ELISPOT Coating buffer

Assay Diluent

Detection enzyme: pre-titrated Avidin-Horse radish peroxidase
Substrate solution: Tetramethylbenzidin (TMB) substrate solution
Corning Star 9018 96 well plate

BCA Protein assay, Pierce Protein Research Products, Thermo Scientific, Rockford

(USA)

BCA Reagenz A(Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, BCA,
Natriumtatrat in 0,1 M NaOH)

BCA Reagenz B (Kupfersulfatlésung 4%)

Albumin Standard 2 mg/ml

Enzchek Protease Assay Kit green Fluorescence, Invitrogen, Darmstadt

Komponente A: Casein, BODYPY® FL conjugate
Komponente B: Digestion buffer (200 mM Tris; pH 7,8; 2 mM

Natriumazid)

In-Gel Tryptic Digestion Kit, Pierce Protein Research Products, Thermo Scientific,
Rockford (USA)

Trypsin, Modified, 20 pg

Trypsin Storage Solution, 40 pl

Acetonitrile, 3 x 24 ml

Ammonium Bicarbonate, 300 mg

TCEP (Tris[2-carboxyethyl]phosphine), 500 ul
lodoacetamide (IAA), 500 mg

111.3. Puffer und Chemikalien

2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Acetonitril, VWR, Darmstadt

Albumin Fraktion V, Carl Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid, Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat, Merk, Darmstadt
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1.4

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBS), Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Essigsaure, Sigma Aldrich Laborchemikalien, Seelze

Glycerol, p.A., Merck, Darmstadt

Glycin, Merck, Darmstadt

Isopropanol, Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt

Methanol, VWR Prolab, Leuven

Natriumacetat-trihydrat, Merk, Darmstadt

Natriumazid, Sigma Aldrich, Steinheim

Natriumchlorid, >99,5%, Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat, Merk, Darmstadt

Natriumhydroxid 1 M, Merck, Darmstadt

Peptide calibration standard II“ (Massenbereich von 700-3500 Da),Bruker Daltonics
PMS, Phenazinmethosulfonat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

rhIFN gamma, Biomol, Hamburg

Salzsaure 37%, Merck, Darmstadt

Tris p.A., Merck, Darmstadt

TWEEN® 20, Carl Roth AG, Karlsruhe

XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxyanilid)

. Verbrauchmaterialien

Casy®cups, Roche Diagnostics, Mannheim

Cellstar® Filter Top Zellkulturflaschen (Suspensionskultur) 25 cm? 75 cm?, Greiner
bio-one, Frickenhausen

Einmalspritzen Omnifix (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml), B. Braun, Melsungen
Flussigkeitsreservoirs, steril Carl Roth, Karlsruhe

Kryordrchen,2ml, steril, Greiner bio-one, Frickenhausen

Pasteurpipetten, Carl Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen (10-200 pl), VWR, Darmstadt

Pipettenspitzen (10-200 pl, 100-1000 pl), Greiner bio-one, Frickenhausen
Pipettenspitzen 0,1-10 ul, 100-5000 ul, Eppendorf, Hamburg
PlastikreaktionsgefaRe (1,5 ml; 1,7 ml 2 ml), Greiner bio-one, Frickenhausen

Plastikzentrifugenrdhrchen, steril (15 ml, 50 ml), Greiner bio-one, Frickenhausen
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e Spritzenvorsatzfilter DMSO-Safe Acrodisc®, VWR, Darmstadt

e Spritzenvorsatzfilter fir wassrige Medien Whatman®, Steril, VWR, Darmstadt
e Zellkultur Microplatten (96 Well), steril, Greiner bio-one, Frickenhausen

o Zellkultur Multiwell Platten (24 Well),steril, Greiner bio-one, Frickenhausen
e 96-Well-Platten, transparent, F-Boden, unbeschichtet, Carl Roth, Karlsruhe

e 96-Well-Platten, schwarz, F-Boden, unbeschichtet, Greiner bio-one, Frickenhausen

I11.5. Programme
e Bruker Daltonics FlexAnalysis (Vers. 3,3), Bruker Daltonik GmbH, Bremen

e Eurochrom Version 1.55, Knauer, Berlin
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111.6. Methoden

111.6.1. Probengewinnung und Latexaufbereitung

Die Latexproben wurden im Botanischen Garten Berlin, Koénigin-Luise-Str. 6, 14195 Berlin
gesammelt. Alle gesammelten Proben wurden von gesunden Pflanzen gewonnen, die mit
einer Akzessionsnummer versehen und durch Mitarbeiter des Botanischen Gartens bestimmt
worden sind. Nach Anritzen von Blattern, Sprossachsen, Wurzeln oder Bluten wurde der
ausstromende Milchsaft entweder in einem Eppendorfreaktionsgefal aufgefangen oder mit
einem Stick Filterpapier (1x2 cm) aufgesaugt und dann in ein Reaktionsgefaly tberfihrt,
welches in beiden Féllen mit Aqua dem. oder PBS-Puffer vorgefillt war. Die gewonnenen
Proben wurden kurz geschittelt und wurden je nach Umgebungstemperatur gekhlt gelagert.
Initial wurden alle Proben 30 min bei 16435*g bei 4°C zentrifugiert und thermostabile Proben
eingefroren (-18°C). Thermolabile Latices wurden unmittelbar nach der Zentrifugation weiter

untersucht. Verwendet wurde in jedem Fall der klare Uberstand der Probe.

111.6.2. Protein-Bestimmung

111.6.2.1. Bradford-Assay

Der Bradford-Assay ist eine schnelle und einfache Methode zur Quantifizierung von
Proteinmengen und beruht auf der Bindung von Proteinen an Coomassie Brilliantblau R-250
[108]. Diese Reaktion flihrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes
von 490 nm auf 595 nm und kann kolorimetrisch erfasst werden. Das System wurde mit
Rinderserumalbumin (2,5 pg/ml-2 mg/ml) kalibriert. 150 pul Probe (1-25 pg/ml Proteingehalt)
bzw. 5 pl Probe (100-1500 pg/ml Proteingehalt) wurden mit 150 pl respektive 250 pl
Coomassie-Brilliantblau R-250 versetzt, 30 s geschittelt, 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und die Extinktion bei 590 nm gemessen. Leerkontrollen ohne Protein wurden

mitgefihrt und bei der Auswertung rechnerisch berticksichtigt.

111.6.2.2. Bicinchoninsaure Assay (BCA-Assay)

Der BCA-Assay ist eine kolorimetrische Methode zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung von Proteinen. Der Test beruht auf der Kombination der Biuret Reaktion,

Reduktion von Cu®*-lonen zu Cu'*-lonen im alkalischen Milieu durch Proteine und der
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anschlieBenden selektiven und sensitiven Detektion der Cu'*-lonen mit Bicinchoninsaure. Der

sich dabei gebildete violette Farbkomplex zeigt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm.

-00C N N CcoO"
\ /"~ N\ 7
OH" 2 BCA R
Protein + Cu®* ——®  Cu" \ ."Cq‘u /
-00C / \N" ) N/ \ COO"

Abb. 3 Reaktion der Proteinbestimmung mit BCA [109]

Der Assay wurde in 96 Well Platten durchgefiihrt. Dazu wurden 25 pl der zu vermessenen
Probe mit 200ul Assay Reagenz gemischt, geschittelt und 30 min bei 37°C inkubiert und bei
560 nm kolorimetrisch vermessen (Tecan Infinite F200). Als Blindwert diente 25 pl PBS-
Puffer, auBerdem wurde 25 pl Probe mit 200 pl PBS-Puffer versetzt um etwaige
Eigenabsorption auszuschliefen bzw. den gemessenen Wert damit zu Kkorrigieren. Zur
Quantifizierung der Proteinmenge wurde das System mit Rinder-Serum-Albumin (2 mg/ml —
5 pg/ml) kalibriert [110-112].

111.6.3. Protease Assays

111.6.3.1. Universelles Protease Substrat Roche®

Bei dem universellen Proteasen Substrat handelt es sich, um Casein aus Kuhmilch, dass mit
aktiviertem Resorufin umgesetzt wurde. Pro mg Casein sind ca. 90 pg Resorufin gebunden.
Beim Einwirken von Proteasen auf das markierte Casein werden Resorufin markierte Peptide,
die nicht mit Trichloressigsdure fallbar sind, freigesetzt. Diese dienen als Messgrofie fir die
vorhandene Proteaseaktivitdat. Die Reaktion wurde in Eppendorf- ReaktionsgefaRen
durchgefiihrt und ein Teil des Zentrifugationsiberstandes in Mikrotiterplatten tbertragen, die
Messung erfolgte bei einer Exzitationswellenldénge von 485 nm und Emissionswellenlédnge
von 595 nm [113, 114].
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Tab. 7 Arbeitsschema fiir das Universelle Protease Substrat Roche®

Blank Probe
Substrat-Lésung 50 pl 50 pl
(0,4% Casein, Resorufin gelabelt)
Inkubationspuffer 50 pl 50 pl
(0.2 M Tris-HCI, pH 7.8, 0,02 M CaCl,)
Aqua dem. 100 pl
Probe 100 pl

Inkubation bei 37°C fiir 15-60 min
Stopp-Reagenz (TFA 5%) 480 pl 480 pl
Inkubation bei 37°C fir 10 min, anschlieBend 5 min zentrifugiert

Zentrifugationsiiberstand 80 pl 80 ul
Test-Puffer (0.5 M Tris-HCI, pH 8.8) 120 pl 120 pl

Entsprechende Kontrollen und Leerwerte ohne Protease wurden mitgefiihrt und rechnerisch

bei der Auswertung berlicksichtigt.

111.6.3.2. Enzchek® Protease Assay Kit Green Fluoreszenz

Protease

&fﬁ& %%

/l\ g
L
-

Intramolekular Fluoreszierende
gequenchtes Substrat Spaltprodukte

Abb. 4 Prinzip der Umsetzung des Substrats des Enzchek Protease Assay Kit green Fluorescence
(Invitrogen)

Der Enzchek® Protease Assay basiert ebenfalls auf Casein als Substrat, welches mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff BODYPY® (4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-S-indacen-
3-propionséure) umgesetzt wird, wodurch ein Quenching des Fluoreszenzfarbstoffs resultiert.
Die durch die Proteasen forcierte Hydrolyse des Caseins, fiihrt zu einem Dequenching und
einem daraus resultierenden Anstieg der Fluoreszenz, der bei einer Exzitationswellenlange

von 485 nm und einer Emissionswellenlange 535 nm gemessen wird [115-117].
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Jeweils 25 pl Probenlésung wurden mit 100 pl Substrat versetzt, kurz geschittelt und unter
LichtausschluB bei 37°C fir 60-120 min inkubiert und danach fluorimetrisch vermessen. Fur
die Reagenzherstellung wurde das lyophilisierte Substrat mit 200 pl PBS-Puffer rekonstituiert
und zu 20,0 ml mit Digestionbuffer (200 mM Tris; pH 7,8; 2 mM Natriumazid) auf
Arbeitskonzentration verdiinnt. Entsprechende Kontrollen ohne Protease wurden ebenfalls

vermessen und bei der Auswertung rechnerisch berucksichtig.

111.6.4. Untersuchungen zur Lagerungsstabilitat

Mit dem Ziel, eine stabile Lagerung der Proben hinsichtlich der Enzymaktivitat zu
gewahrleisten, wurden exemplarisch Proben unter verschiedenen Bedingungen gelagert und
nach definierter Zeit deren Aktivitat bestimmt und im Vergleich zur Frischprobe verglichen.
Folgende Methoden fanden Anwendung,

e Kihllagerung bei -18°C

e Gefriertrocknung

e Vakuumzentrifugation

e Trockenlagerung im Exsikkator
Zunachst wurde die Aktivitat der Frischprobe bestimmt und diente als Bezugspunkt fir die
Messungen nach den Lagerungsuntersuchungen.
Fur die Kuhllagerung wurden die Proben in Puffer aufgenommen und bei -18°C eingefroren.
Fur die Bestimmung der Aktivitdt wurden die Proben aufgetaut, zentrifugiert und der
Uberstand vermessen. Fiir die Gefriertrocknung und Vakuumzentrifugation wurden je 100 pl
der Frischprobe eingesetzt, bei der Gefriertrocknung wurden die Proben bei -80°C eingefroren
und UOber Nacht lyophilisiert und bei der Vakuumzentrifugation bis Trockne der Probe
zentrifugiert. Der Ruckstand bzw. auch das Lyophilisat wurden mit 100 ul PBS Puffer
aufgenommen, die Aktivitdt gemessen und die Residualaktivitat bestimmt.
Fur die Trockenlagerung im Exsikkator wurden die Proben auf Filterpapieren gesammelt und
dieses Filterpapier geteilt, eine Halfte wurde mit 300 pl PBS Puffer versetzt, geschdittelt und
die Aktivitat bestimmt, die andere Halfte wurde im Exsikkator unter Lichtausschluss gelagert.
Die Aktivitdt der gelagerten Proben wurde im wochentlichen Abstand (iber 3 Wochen
bestimmt, dazu wurden die Filterpapiere mit 300 ul PBS Puffer ebenfalls versetzt, intensiv

geschittelt und die Aktivitat bestimmt.
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111.6.5. Bestimmung der Residualaktivitaten nach Zugabe spezifischer Inhibitoren

Um die untersuchten Proteasen einem Proteasetyp zuordnen zu kdnnen, wurden spezifische

Inhibitoren fiir die jeweilige Proteaseklasse verwendet.

Tab. 8 Uberblick zu Protease-Inhibitoren

Proteaseklasse Spezifische Inhibitoren Konzentration Referenzprotease
Serinprotease Pefabloc, AEBSF 40 mM Trypsin, Thrombin
Aprotinin 0,3 uM
Cysteinprotease  E-64 98 uM Papain von Carica papaya
Serin/ Leupeptin 20 uM Trypsin, Papain
Cysteinprotease
Aspartatprotease Pepstatin A 3,5 UM Pepsin
Metalloprotease =~ EDTA 35 uM Thermolysin
EGTA 10 uM

Phosphoramidon

Zur Bestimmung der Aktivitaten nach Inhibition, wurden 25 pl Probe mit 50 pl des jeweiligen
Inhibitors 30 min bei Raumtemperatur pre-inkubiert, anschlieBend erfolgte die Zugabe von
100 pl Substrat. Nach 60-min(tiger Inkubation bei 37°C wurde die verbliebene Aktivitat
fluorimetrisch bestimmt [118]. Die jeweiligen Proben ohne Inhibitorzusatz wurden zeitgleich
mitbestimmt und dienten als Bezug gegeniiber der inhibierten Probe. AulRerdem wurden
Leerkontrollen ohne Protease mitgefiihrt und bei der Auswertung rechenrisch beriucksichtigt.

Als Positivkontrollen wurden geeignete Konzentrationen der Referenzproteasen mitgefihrt.

Tab. 9 Arbeitsschema zur Bestimmung der Residualaktivitét

Ausgangs- Residual- Inhibitor- Blindwert
wert wert blindwert
PROBE 25 25 -
PBS 50 - 25 75
Inhibitor - 50 50

BODIPY FL-casein 100 100 100 100
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111.6.6. Proteinkonzentrierung

Fur die Proteinkonzentrierung bzw. Pufferwechsel wurden Zentrifugationseinheiten mit einem
Molecular Weight Cut Off von 10 kDa verwendet. Die Proben wurden nach Herstellerangaben
in einer Festwinkelzentrifuge bei 5000*g eingeengt und danach mit Aqua dem. oder dem

entsprechenden Puffer 2-4-mal gewaschen.

111.6.7. Untersuchungen hinsichtlich der Substratspezifitat

111.6.7.1. Synthetische Substrate

Zur néheren Charakterisierung der Protease wurden verschiedene synthetische Substrate
verwendet. Genutzt wurden substituierte Di- oder Tripeptide oder Aminosdauren, an die
4-Aminomethylcumarin gebunden ist, welches nach hydrolytischer Spaltung fluorimetrisch

erfasst wurde. Getestet wurden 8 verschiedene Substrate.

Tab. 10 Ubersicht zu Peptidsubstraten

Peptidsubstrat M,[Da] c[ug/ml] Proteasen Proteaseklasse
Boc-Asp-(OBzl)-Pro- 770,28 10 Thrombin Serinprotease
Arg-AMC
Boc-Val-Pro-Arg-AMC 627,74 10 Thrombin Serinprotease
BZ-Arg-AMC 435,48 10 Trypsin, Papain Serinprotease,
Cysteinprotease
H-Leu-AMC 288,35 10 Leucinaminopeptidase
Aminopeptidase M
H-Phe-AMC 322,36 10 Aminopeptidase M
MeO-Succ-Ala-Ala-Pro- 627,69 10 humane Leukocyten- Elastase Serinprotease
Val-AMC Schweine Pankreas- Elastase
Succ-Ala-Ala-Phe-AMC 564,60 10 Chymotrypsin, neutrale Metallo-  Serinprotease,
endopeptidase, Thermolysin, Metalloprotease
Enkephalinase (NEP 24.11)
Z-Gly-Gly-Arg-AMC 616,07 10 Urokinase, Tissue-type Serinprotease
plasminogen activator, Trypsin,
Thrombin

Die Probe (25 pl) wurde mit 100 pl Substrat versetzt, geschittelt und bei 37°C 60 min
inkubiert und vermessen bei 360 nm zu 465 nm. Blindwerte ohne Enzym wurden mitgefuhrt

und bei der Auswertung rechnerisch berticksichtigt.
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111.6.7.2. In-Gel-Verdau verschiedener Substrate durch unbekannte Protease

Zur ldentifikation der Spezifitdt der unbekannten Protease wurden Proteine mit bekannter
Aminosauresequenz enzymatisch verdaut, als Proteine wurden Myoglobin (horse heart)
Lysozym (hen egg white) und B-Lactoglobulin (bovine) eingesetzt.

Dazu wurden die Proteine auf eine SDS-PAGE (bertragen, die betreffenden Banden
ausgeschnitten, entfarbt, zerkleinert und gewaschen, anschlieRend erfolgte der In-Gel-Verdau
der Proteine durch die unbekannter Protease, dem folgte eine analytische Messung mittels
MALDI-TOF-MS.

Excision of
/ gellblands Protease Solvent
@/\ : l ] /

g 0 Lo /)
y ¥ Proteolytic
Washing Digestion Elution

v

™

MALDI-MS

SDS-PAGE
(8%Lammli)

Abb. 5 Versuchsprinzip In-Gel-Verdau mit anschlieBender Maldi-MS [119]

MS-Probenvorbereitung: als Matrix diente a-cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA, gesattigt in
Acetonitril / 0,1% TFA, 70:30, v/v) 2 pl Matrix wurden mit jeweils 2 pL Probe gemischt,
0,5 uL je Spot auf einem Stahltemplate aufgetragen und auskristallisiert (,,dried droplet*
Methode). Die Analyse der Proben erfolgte durch ein MALDI-TOF-Massenspektrometer
(AUTOFLEX-1Il LRF200-CID, ausgestattet mit Smartbeam-Laser 200 (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Deutschland)) bei einer Beschleunigungsspannung von rund 5 kV im
Reflektor Modus [119].
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Abb. 6 Massenspektrum des Peptidstandards

Tab. 11 Zusammensetzung des Peptidstandards

Peptid [M+H] Mono  [M+H]'
isotopic Average

Bradykinin 1-7 757,3992 757,86
Angiotensin 1l 1046,5418 1047,19
Angiotensin | 1296,6848 1297,49
Substance P 1347,7354 1348,64
Bombesin 1619,8223 1620,86

Renin Substrate 1758,9326 1760,03
ACTH clip 1-17 2093,0862 2094,43
ACTH clip 18-39 2465,1983 2466,68
Somatostatin 28 3147,4710 3149,57

Abb. 7 SDS-PAGE (8%), Coomassie Farbung,
Auftrennung der Proteine nach der relativen Molmasse,

die umrandeten Banden wurden ausgeschnitten, zerkleinert,
gewaschen und dann durch die Protease verdaut.

5000

m iz
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Alle Untersuchungen bezuglich des In-Gel-Verdaus wurden am Institut fur Erndhrungs-
wissenschaft, Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie von Prof. Dr. H. M. Rawel und Tina
Buchholz durchgefinhrt.

111.6.8. Elektrophorese und Gelfarbung
111.6.8.1. SDS- Gelelektrophorese

Fur die SDS Gelelektrophorese wurden Probe und Laemmli- Puffer [120] (erganzt mit 2-
Mercaptoethanol) im Verhéltnis 1:1 gemischt, 5 min im Thermocycler bei 95°C erhitzt,
zentrifugiert und auf die vorbereiteten SDS-Fertiggele Ubertragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 200 V uber 35-40 min in Tris-/Glycin-/SDS-
Laufpuffer. Zur Orientierung im Gel wurde ein Broad range Proteinmarker mitgefiihrt. Um
Diffusionsprozesse zu unterbinden, wurde die Apparatur mit Eis gekihlt. Nach erfolgter
Elektrophorese wurde das Gel entnommen und mit Coomassie Stain-Solution 3h gefarbt und
bis zur gewinschten Farbintensitat entfarbt (Methanol 40% / Essigsédure 10%) [121]. Flr

Proben mit geringem Proteingehalt wurde die Silberfarbung verwendet.

Tab. 12 Arbeitschema zur SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung

Arbeitschritt Reagenzien Durchfihrung
Probenvorbereitung Laemmli-Puffer Mischen von Probe und

(mit 2-Mercaptoethanol) Auftragepuffer 1:1
Hitzedenaturierung 5min bei 95°C
Elektrophorese Tris-/Glycin-/SDS-Puffer 35-40 min, 200 V konstant
Farbung Coomassie-Stain-Solution 3h
Entfarbung Methanol 40%/Essigséure 10% bis zur gewiinschten Farbintensitét

111.6.8.2. Silberfarbung

Die Silberfarbung stellt eine sehr sensitive Methode zur Detektion von Proteinen in
Polyacrylamidgelen dar. Sie ist 10-50-mal empfindlicher als die Farbung mit Coomassie
Brilliantblau. Die Farbung erfolgte nach Herstellerangaben fiir Minigele der Firma BioRad.
Die Proteine wurden als braune bis schwarze Banden wahrend der Entwicklung sichtbar [122-
124].
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Tab. 13 Arbeitsschema zur Silberfarbung

Arbeitsschritt Reagenzien Durchfiihrung
Fixierung 40% Methanol, 10% Essigséure tiber Nacht
Oxidierung Oxidier-Solution 5 min
(Kaliumdichromat, Salpeterséure)
Woaschen Agqua dem. 5-7-mal innerhalb von 15 min
Silbersensibilisierung Silberldsung 20 min
Woaschen Agqua dem. 1-mal 30 sec
Entwickeln Developer solution mehrmaliges Wechseln bis zur
(Na,COs, Paraformaldehyd) gewiinschten Intensitét
Stopp-Reaktion 5% Essigsaure 15 min

111.6.8.3. Zymographie

Die Zymographie ist eine elektrophoretische Methode, die die Auftrennung der Proteine nach
ihrem Molekulargewicht mit dem Nachweis der proteolytischen Aktivitdt kombiniert.
Verwendet wurden Zymogramm Fertiggele (12%). Casein wurden dabei als Substrat fur die
Proteasen, wahrend der Herstellung der Polyacrylamidgele, co-polymerisiert. 25 ul Probe
wurden mit 25 pl Zymogram sample buffer gemischt und auf das Zymogrammgel tibertragen,
als Laufpuffer wurde der Tris-/Glycin-/SDS-Puffer verwendet, die Elektrophorese erfolgte bei
konstanter Spannung von 100 Volt. Die Apparatur wurde ebenfalls gekihlt, um etwaige
Diffusionsprozesse zu verhindern. Wahrend der Entwicklung wurde Casein durch die
Proteasen verdaut, bei der anschlieBenden Farbung mit Coomassie-Brilliantblau bleiben die
Zonen mit Proteaseaktivitat hell und konnten somit vom umgebenen blaugeférbten Gel
unterschieden werden [125-129].

Tab. 14 Arbeitsschema zur Zymogrammentwicklung

Arbeitsschritt Reagenz Durchfiihrung
Renaturierung Renaturation buffer 30 min

(2,5% Triton X-100)
Entwicklung Developer buffer uber Nacht bei 37°C

(50 mM Tris, 200 mM NacCl,
5 mM CacCl,, 0,02% Brij-35)
Farbung Coomassie-Brilliantblau 1h

R-250 Ldsung

Entfarbung 40% Methanol, 10% Essigsédure bis zur gewiinschten Intensitat
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111.6.8.4. Glykoproteinfarbung

Fur die Charakterisierung der gereinigten Fraktion und zum spezifischen Nachweis von
Glykoproteinen wurde eine SDS-Page, wie unter 111.6.8.1. beschrieben, angefertigt und mit
dem Glycoprotein Staining Kit (Thermo Scientific) gefarbt [130-132], mitgefiihrt wurden
Horse Radish Peroxidase als Positivkontrolle und Trypsininhibitor als Negativkontrolle. Die

Féarbung der Gele erfolgte nach Herstellerangaben.

Tab. 15 Arbeitsschema zur Glykoproteinfarbung

Arbeitsschritt Reagenzien Durchfiihrung
Fixierung 50% Methanol 30 min

Waschen 3% Essigsaure 2-mal mit 100 ml
Oxidation Oxidizing solution 15 min

Waschen 3% Essigsaure 3-mal mit je 100 ml
Farben Glycoprotein-Staining Reagent 15 min

Reduzieren Reducing solution 5 min

Waschen 3% Essigsaure/H,0O 3-5-mal mit je 100 ml

111.6.9. Nano LC-ESI-MS/MS, Q-TOF

Ausgewahlte mit Coomassie gefarbte SDS-Page Gelbanden von dem Gesamtlatex von
Euphorbia mauritanica wurden mittels Skalpell ausgeschnitten, gereinigt, zerschnitten und
tryptisch verdaut.Bei dem enzymatischen Verdau mit Trypsin entstehen fur die jeweiligen
Proteine charakteristische Peptidfragmente, diese werden tber Nano LC chromatographisch
aufgetrennt, ionisiert (ESI) und nach ihrem Masse/Ladungsverhaltnis analysiert. Uber eine
lonenfalle werden die einzelnen Peptidfragmente selektiert und Uber Kollision mit
Neutralteilchen (Argon) erneut fragmentiert (collision induced dissociation). Dadurch wird
ein Tandemmassenspektrum (MS/MS-Spektrum) der Aminosduresequenzen der einzelnen
Peptidfragmente erzeugt [4]. Da das MS/MS-Spektrum charakteristisch fiir die Peptidbruch-
stucke ist, wurden tiber Abgleich mit Datenbanken (SwissProt, NCBI) entsprechende Proteine
identifiziert.

Verdau und MS-Untersuchungen, wurden vom FMP Berlin, Abteilung Massenspektrometrie

(Dr. E. Krause, Heike Stephanowitz) durchgefiihrt.
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Methode :  Trypsin-Verdau im Gel ohne Reduktion/Alkylierung,
Nano LC-ESI-MS/MS, Q-TOF

Datenbank: SwissProt 57.6 (495880 Sequenzen; 174780353 Reste)
NCBInr 02022009 (7787617 Sequenzen; 2685418921 Reste)
Search Parameters

Type of search : MS/MS lon Search

Enzyme : Trypsin/P

Variable modifications: Oxidation(M), Propionamide(C)
Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : £ 100 ppm
Fragment Mass Tolerance: = 0.05 Da
Max Missed Cleavages : 2

Instrument type : ESI-QUAD-TOF

111.6.10. Reinigung des Latex von Euphorbia mauritanica L.

111.6.10.1. lonenaustauschchromatographie

Bei der lonenaustauschchromatographie erfolgt die Separation der Proteine aufgrund
kompetitiver Wechselwirkungen geladener lonen, dabei konkurriert ein Probenmolekil mit
Salzionen um die geladenen Positionen der lonenaustauscher-Matrix (hier Keramik-
Kigelchen), im ersten Schritt binden die Probeproteine an die fixierten Ladungen der
stationdren Phase, und werden im zweiten Schritt durch die steigende Salzkonzentration des
Eluenten von der Matrix verdrédngt und eluiert. Proteine tragen aufgrund der sauren und
basischen Seitenketten der einzelnen Aminosauren positive oder negative Ladungen, der
Gesamtzustand ist daher vom umgeben pH-Wert der Losung abhangig, daher kdnnen sie, je
nach Wahl des pH-Wertes Uiber Anionen- oder Kationen-Tauscher getrennt werden [4].

Die lonenaustauschchromatographie erfolgte mit AcroSep™ Ceramic HyperD F Saulen mit
einem S&ulenvolumen von 1 ml und einer Beladungskapazitat von mind. 5 mg/ml BSA und
einer Flussrate von 1,5 ml pro min, es wurden Fraktionen von 1,5 ml Volumen aufgefangen.
Nach Sdulenbeladung wurde mit 15-20 Saulenvolumen Puffer gespult. Die Elution der Saule

erfolgte mit steigenden NaCl Gradienten (0-1,0 M NaCl) mit jeweils 15-20 Saulenvolumen.
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Tab. 16 Ubersicht tiber die verwendeten lonenaustauscher

Bezeichnung funktionelle Gruppe Austausch-Typ
DEAE Diethylaminoethyl -O-(CHy),- schwacher
N"H(CH,CHs), Anionenaustauscher
Q quaternére -0-(CH,),-N*(CHa)3 starker
Trimethylaminoethyl Anionenaustauscher
CM Carboxymethyl -O-CH,COO schwacher

Kationenaustauscher

111.6.10.2. GroRRenausschlusschromatographie

Bei der GroRenausschlusschromatographie (SEC) oder Gelpermeationschromatographie
erfolgt die Trennung aufgrund der unterschiedlichen MolekiilgréRe der einzelnen
Komponenten. Die stationdre Phase besitzt eine Porenstruktur oder besteht aus gequollenen
Polymeren. Das Trennprinzip beruht darauf, dass die Poren und das Innere von Gelphasen nur
solchen Bestandteilen aus der mobilen Phase zugénglich sind, die klein genug sind, um hinein
diffundieren zu konnen, ihre Elution ist verztogert. Groliere Molekiile bleiben in der mobilen
Phase und wandern praktisch wechselwirkungsfrei an der stationaren Phase vorbei und
werden somit als erstes eluiert, mittelgroBe Molekile kdnnen nur teilweise in die Poren
eindringen und sind langsamer als grof3e und schneller als kleinere Molekile hinsichtlich der
Elution [4].

Parameter fir die GréRenausschlusschromatographie
Injektionsvolumen: 50 pl

Detektionswellenléange: 210 nm

Elutionsmittel: Phosphatpuffer 0,01 M, pH 7,0

Flussrate: 0,150 ml/min
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111.6.11. Charakterisierung der unbekannten Protease

111.6.11.1. Verhalten gegentber pH-Wertveranderungen

Fur die Ermittlung des Aktivitatsoptimums beztiglich des umgebenen pH-Wertes wurde die
Aktivitat der zu untersuchenden Probe bei verschiedenen pH-Werten bestimmt [24]. Dazu
wurden 25 pl Probe (20 pg/ml) 30 Minuten bei den jeweiligen pH-Werten (50 pl
Pufferlosung) inkubiert und anschlieRend die Aktivitdt nach Zugabe von 200 pl Enzchek-
Reagenz bestimmt (s. 111.6.3.2), Kontroll- und Blindwerte wurden jeweils mitgefihrt und
rechnerisch bertcksichtigt. Als Ldsungen mit definierten pH-Wert dienten folgende

eingestellte wéssrige 0,1 M Puffer. Dabei wurden Puffer in 0,5 pH Schritten benutzt.

Tab. 17 Ubersicht der verwendeten Puffer

pH-Werte Puffer

1,0-15 KCI/HCI

2,0-3,5 Glycin/HCI

4,0-5,5 Essigsaure/Natriumacetat

6,0-7,5 Natriumdihydrogenphosphat/
Dinatriumhydrogenphosphat

8,0-9,5 Tris/HCL

10,0-12,0 Natriumhydrogencarbonat/Natriumcarbonat

111.6.11.2. Verhalten gegeniiber Temperaturanderungen

Zur Ermittlung des Temperaturoptimums wurden 25 pl Probe (20 pg/ml) 15 min bei der
jeweiligen Temperatur mit 200 pl Enzchek-Reagenz in einem Thermoheizblock belassen und
anschlieBend die Aktivitat bestimmt. Die maximale Aktivitat diente als 100% Wert, auf den
die anderen Werte kalkuliert wurden. Zur Abschatzung der Stabilitat der Protease wurden
25 pl Probe nach 15 min bei der jeweiligen Temperatur auf Raumtemperatur abgekihlt und
anschlief’end die Aktivitat bei 37°C bestimmt [24]. Getestet wurde der Bereich von 20-90°C.

111.6.11.3. Verhalten gegentber organischen Solventien

Um die Stabilitdt der unbekannten Protease gegenlber organischen Solventien zu testen,
wurden waéssrige Acetonitril, Methanol und DMSO-Lgsungen im Bereich von 5-50% (v/v)
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hergestellt und Harnstoff-Lésungen (1-8 M). Die entsprechenden Lésungen wurden 30 min
mit der unbekannten Protease (20 pg/ml) inkubiert und danach die verbleibende Aktivitat

bestimmt.

111.6.12. Zellkultur
111.6.12.1. Kultivierung von U-937 und THP-1 Zellen

Die permanente humane hamatopoetische Suspensions-Zelllinie U-937 wurde aus einem
Pleuraerguss eines 37-jadhrigen Mannes 1974 gewonnen, der unter einem generalisierten
diffusen histozytischen Lymphom litt, die Zellen zeigen Eigenschaften von Monozyten und
expremieren deren Marker [133, 134]. U-937 Zellen wurden mit RPMI 1640 ohne Phenolrot
unter Zusatz von 10% FBS-Superior und 1% D-Alanyl-Glutamin bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank, nach Empfehlung des DSMZ, kultiviert. Die Verdopplungsdauer betrug 30-40 h,
sie wurden alle 2-3 Tage subkultiviert (gesplittet 1:2 bis 1:5) und bei einer Dichte von 1*10°
Zellen/mL ausgest.

Die THP-1 Zelllinie entstammt dem Blut eines 1-jahrigen Jungen, der an akuter
monozytischer Leukamie litt [135, 136]. Die Zellen konnen phagozytieren und fir
Differenzierungsstudien genutzt werden [137]. THP-1 Zellen wurden ebenfalls mit RPMI
1640 ohne Phenolrot unter Zusatz von 10% FBS Superior und 1% D-Alanyl-Glutamin bei
37°C und 5% CO; im Brutschrank kultiviert. Die Verdopplungsdauer betrug ca. 35-50 h, die
Subkultivierung erfolgte alle 3 bis 4 Tage. Die Aussaatdichte betrug 0,5-1*10° Zellen/ml.

111.6.12.1.1. Kryokonservierung

Fur die Langzeitlagerung der Zellen unter Erhalt ihrer spezifischen Merkmale und
Eigenschaften wurden Aliquote der ersten Passagen beider Zelllinien in flissigem Stickstoff
(-196°C) aufbewahrt. Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde als kryoprotektive Substanz
zugesetzt, um die Kristallwasserbildung in den Zellen wahrend des Einfrierens zu verhindern
[138]. Die bestehende Zellsuspension wurde 5min bei 1100 rpm zentrifugiert, das vorhandene
Medium entfernt und durch 4°C kaltes Einfriermedium ersetzt. Als Medium diente RPMI
1640 ohne Phenolrot mit 20% FBS-Superior, 1% D-Alanyl-glutamat und 10% DMSO.
AnschlieBend wurden die Zellen langsam (1°C/min) auf -80°C abgekuhlt, bei -80°C fiur 24 h
belassen und dann in flussigen Stickstoff Gberfuhrt. Die Zellzahl fur beide Zelllinien betrug 4-
5%10° Zellen pro Kryordhrchen.
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111.6.12.1.2. Revitalisierung

Zur Revitalisierung der Zellen wurden diese schnell aufgetaut und in vorgewarmtes Medium
uberfuhrt, 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert, das DMSO haltige Medium entfernt, und durch
FBS angereichertes Auftaumedium (RPMI 1640 ohne Phenolrot, 20% FBS-Superior, 1% D-
Alanyl-Glutamin) ersetzt, suspendiert und auf Zellkulturflaschen verteilt. DMSO wurde

entfernt, um die Induktion etwaiger Differenzierungsprozesse durch DMSO zu unterbinden.

111.6.12.2. Differenzierung mit rekombinantem humanen Interferon-gamma (rhINF-y)

Die Differenzierung von U-937 Zellen geht mit der Adh&renz der differenzierten Zellen
einher. Um eine optimale Anheftung zu gewahrleisten, wurden die Oberflachen der
Gewebekulturplatten mit Adhésionsfaktoren beschichtet. Genutzt wurden Fibronektin (75
pg/ml) und Gelatine (10 mg/ml) [139]. Fur die Untersuchungen mit differenzierten Zellen
wurden 96 well bzw. 24 well Platten mit Fibronektin (50 pl/well bzw. 200 pl/well) 45 min bei
RT inkubiert, abgesaugt und 5*10* bzw. 2*10° Zellen in 100 ul RPMI 1640 (10% FBS, 1%
D-Alanyl-Glutamin) mit 1000 U hrINF-y pro well eingesét (Endkonzentration hrINF-y 100
U). Nach 24 h erfolgte eine nochmalige Zugabe von 100 pul RPMI 1640. Die Zellen wurden
dann uber 4 Tage differenziert mit einem Mediumwechsel (RPMI 1640, 10% FBS, 1% D-
Alanyl-Glutamin, 1000 U hrINF-y) nach 48 h [140].

111.6.12.3. Bestimmung der Zytotoxizitat bzw. Zellviabilitat mittels XTT

Metabolisch aktive Zellen sind in der Lage, durch mitochondriale Enzyme das schwach gelbe
XTT-Tetrazoliumsalz (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxy
anilid) zum stark orange-rot gefarbten Formazan [141] zu reduzieren. Dieses Formazan wird
anschlieBend bei 450-500 nm (Referenzwellenldange 620 nm) photometrisch bestimmt. Die
Reaktion bedarf eines elektronenkuppelnden Reagenzes (Phenazinmethosulfonat, PMS),
welches als intermedidrer Elektronenakzeptor fungiert. Die Intensitdt des entstanden
Formazans ist proportional zur Anzahl metabolisch aktiver Zellen. Je héher die Anzahl

metabolisch aktiver Zellen ist, desto hoher ist das photometrisch erfassbare Signal [142, 143].
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Abb. 8 Reduktion des XTT zum Formazan [144]

Versuchsansatz

Fur den XTT-Assay wurden wie unter 111.6.12.3. beschrieben, differenzierte Zellen bzw.
1*10* undifferenzierte Zellen benutzt. Nach der Inkubation mit der Testsubstanz wurden je
Well 50pl frisch hergestellte XTT-Losung (XTT (1 mg/ml) in PBS plus 0,1 ml PMS-L6sung
(0,4 mg/ml)) zugegeben und fiir 3 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert, geschittelt und das
entstandene Formazan im Mikroplattenspektrometer vermessen. Die Kalkulation der

Zellviabilitét erfolgte im Verhaltnis zur Kontrolle.

111.6.13. Interleukin-6 ELISA

Der Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay ist ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren
zur spezifischen und sensitiven Detektion der jeweiligen ,,Antigene® (Proteine, Viren,
Antikorper, Hormone, Toxine und Pestizide). Als immun-histochemische Farbemethode
wurde in diesem Assay die Avidin-Biotin-Methode verwendet und basiert auf der hohen
Affinitdt von Avidin (Huhnereiweil3) zu Biotin. Bei dieser Methode wird der
Sekundarantikorper  biotinyliert und als Tertidrreagenz  enzymkonjugiertes  Avidin
hinzugegeben, welches dann aufgrund seiner hohen Affinitdit an das Biotin des
Sekundérantikorpers bindet. Als Enzym wird Meerrettichperoxidase (HRP) verwendet,
welches dann das zugegebene Substrat TMB (Tetramethylbenzidin) umsetzt und ein blaues
Endprodukt bildet, das nach Abstoppen der Reaktion mit Phosphor- oder Schwefelsdure einen

stabilen gelben Farbkomplex bildet [4].
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Prinzipielle Abfolge der Reagenzien:

1. Primé&rantikorper (Capture Antibody)

2. Antigen

3. Biotin-markierter Sekundarantikorper (Detection Antibody)

4. HRP-markiertes Avidin

5. chromogenes Substrat (TMB)
Die Intensitdt des gebildeten gelben Farbkomplexes ist proportional der Menge an
nachgewiesenem Antigen und konnte so quantifiziert werden. Zur Erstellung der
Kalibriergerade wurden entsprechende Konzentrationen (1 pg/ml- 200 pg/ml) auf jeder Platte

mitgefuhrt. Die Durchfuhrung des 11-6 ELISAs erfolgte nach Herstellerangaben.

Tab. 18 Arbeitschema zum 11-6 ELISA

Arbeitsschritt Durchfiihrung Reagenz
Coating tiber Nacht bei 4°C Capture Antibody
Waschen 5-mal PBS + Tween® 20
Blockieren 1 hbei RT Assay Diluent
Waschen 5-mal PBS + Tween® 20
Probenaufgabe Inkubation Gber Nacht Proben und Standards
Waschen 5-mal PBS + Tween® 20
Detektion 1 hbei RT Detection Antibody
Waschen 5-mal PBS + Tween® 20
Enzym 30 min bei RT HRP-Avidin
Waschen 7-mal PBS + Tween® 20
Substratzugabe 15 min bei RT TMB- Lésung
Stopp Reaktion 50 pl/well 1 M Phosphorséaure
Messung 450 nm / 570 nm (Referenz-

wellenlange)

111.6.13.1. 11-6 Status nach Behandlung mit ausgewéahlten Proteasen, PMA und deren
Kombination

Nach 4 Tagen Differenzierung von U-937 und THP-1 Zellen wurde der Uberstand abgesaugt
und 2-mal mit vorgewérmtem PBS-Puffer vorsichtig gewaschen. Dadurch wurden bis dahin
nicht differenzierte Zellen mit abgesaugt. Anschlieend wurden Thrombin (1 pg/ml, 5 pg/ml,
10 pg/ml, 100 pg/ml), Trypsin (1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml,) und Papain (1 pg/ml, 5 pg/mi,
10 pg/ml) (100 pl/Well) aufgegeben und 1 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Dem folgte die
Zugabe von 100 pl/Well Minimalmedium (RPMI 1640, 2% FBS hitzeinaktiviert, 1% D-
Alanyl-Glutamin) und eine entsprechende Inkubation tGber 24 h, 48 h und 72 h. Nach den

jeweiligen Inkubationszeiten wurden 100 pl der Zelliberstdnde entnommen, zentrifugiert und
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bis zur Testung bei -18°C eingefroren. Entsprechende Kontrollproben mit 100 pul RPMI 1640
und 100 pl PBS wurden mitgeftihrt [140].

PMA wurde in Konzentrationen von 0,1 ng/ml bis 10 ng/ml getestet. Dazu wurde eine
Stammldésung von 1 mg/ml in DMSO hergestellt und mit PBS-Puffer auf die gewlinschte
Konzentration verdiinnt, es wurden wiederum 100 ul PMA. Die Zelliiberstande wurden nach
den jeweiligen Inkubationszeiten ebenfalls abgenommen und eingefroren (-18°C).

Bei der Kombination von Thrombin, Trypsin oder Papain mit PMA wurden 50 pl Protease
(2 pg/ml, 1 pg/ml, 20 pg/ml) und 50 pl PMA (0,2 ng/ml, 2 ng/ml, 20 ng/ml) nacheinander auf
die differenzierten Zellen gegeben und ebenfalls 60 min bei 37°C inkubiert und mit 100 pl
Minimalmedium erganzt, auch hier wurden die Zellliberstdnde abgenommen und eingefroren
(-18°C). Bei allen eingefrorenen Proben wurde die Konzentration an I1-6 mittels ELISA

bestimmt.

111.6.13.2. 11-6 Sekretion nach Behandlung mit Pflanzenlatices

Fur die Testung der Pflanzenlatices wurden die Latexproben zentrifugiert (30 min, 4°C,
16435*g) und der Proteingehalt auf 10 pg/ml mit PBS- Puffer eingestellt und steril filtriert
(0,22 pm Whatman-Filter). 100 pl der Proben wurden dann auf die differenzierten Zellen
gegeben und 60 min inkubiert (37°C und 5% CO;) und mit 100 pl Minimalmedium erganzt
und die Zelllberstande nach 24h, 48h und 72h abgenommen und bis zur Bestimmung der 11-6

Konzentration mittels ELISA eingefroren.

111.6.14. Statistische Methoden

Die Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert mit der dazugehdrigen
Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Signifikanz der Werte im Vergleich zur Kontrolle
wurde mittels U-Test von Mann und Whitney ermittelt, das Signifikanzniveau a wurde mit

0,05 festgeleqgt.
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V. Ergebnisse und Diskussion

IV.1. Untersuchung zur Substratauswahl

Das universelle Proteasesubstrat von Roche bedurfte bei der Untersuchung einer
Stoppreaktion mit 5% Trifluoressigsaure (w/v) und mehrerer Schritte bis zum Ergebnis. Eine
kontinuierliche Messung war nicht maoglich.

Fur das Protease-Screening wurde der Enzchek-Protease-Assay verwendet. Dieser bot den
Vorteil, kontinuierlich zu messen, um so auch Hydrolyseprozesse zu erfassen, die eine langere
Inkubationszeit erfordern. AufRerdem waren die einfache Handhabbarkeit (,,Ein-Topf-
Methode*), pH-Insensibilitat und die Temperaturstabilitat von Vorteil.

Die Korrelation zwischen Proteinmenge und Aktivitdt wurde anhand von Standardproteasen
(Trypsin, Papain) ermittelt. Es zeigte sich, dass die Standards einer Sattigungskurve folgten,
im unteren Konzentrationsbereich von 0,1 pg/ml bis 1 mg/ml folgten sie einem eher linearen
Zusammenhang und ab einer Konzentration von 5 mg/ml war keine Steigerung mehr zu
verzeichnen. Dem schloss sich ein Plateau an. Mdogliche Ursache war die geringe
Substratmenge im Verhaltnis zum eingesetzten Enzym und damit weniger Schnittstellen fir

die Proteolyse durch Trypsin.
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Abb. 9 Trypsin in Konzentrationen von 0,1 pg/ml-10 mg/ml nach 2 h Inkubation

Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhédngigen Messungen mit je 4 Parallelen.
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IVV.2. Proteasescreening

Insgesamt wurden 311 Pflanzen aus 91 Gattungen aus 11 verschiedenen Familien auf das
Vorhandensein proteolytischer Aktivitat im Latex untersucht. 75% der untersuchten Pflanzen
zeigten proteolytische Aktivitat. Als aktivitatslos wurden Proben definiert, die keine
signifikante Anderung des Fluoreszenzsignals gegeniiber den mitgefiinrten Leerwerten
(Substrat plus Puffer) zeigten und werden in den folgenden Tabellen mit 0 gekennzeichnet.
Werte die bis 13000 Fluoreszenzeinheiten, welches einer Trypsinkonzentration von ca.
1 mg/ml entspricht, lagen, werden mit # gekennzeichnet und Werte, die eine starkere Aktivitat

zeigten, mit ##.

Tab. 19 Ubersicht tiber die untersuchten Familien mit Anzahl der untersuchten Gattungen und
Arten

Familie Anzahl der Anzahl der
untersuchten Gattungen untersuchten Arten

Araceae 3 4

Apocynaceae 11 12

Asclepiadaceae 9 17

Asteraceae 36 95

Campanulaceae 5 23

Caricaceae 1 2

Clusiaceae 2 2

Convolvulaceae 3 5

Euphorbiaceae 10 129

Moraceae 5 18

Papaveraceae 6 6

IV.2.1. Proteolytische Aktivitat in Araceae
Tab. 20 Ubersicht Araceae

Art Erstautor Akzessionsnummer  Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat

Araceae

Dieffenbachia oerstedii SCHOTT 046-39-74-83 #H#

var.variegata

Dieffenbachia seguine (JACQ.) SCHOTT 293-21-95-33 #

Philodendron hederaceum (JACQ.) SCHOTT 031-92-74-83 0

Syngonium wendlandii SCHOTT ...-12-..-39 0

In der Familie der Araceae wurden 4 Arten hinsichtlich ihrer Aktivitat untersucht. Lediglich
die auch oft als Zimmerpflanze genutzte Gattung Dieffenbachia zeigte proteolytische
Aktivitat. Auffallig war, dass alle Proben der Familie eher durchsichtig klar bis leicht

opaleszierend waren.
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IVV.2.2. Proteolytische Aktivitat in Apocynaceae und Asclepiadaceae

Tab. 21 Ubersicht Apocynaceae

Art Erstautor Akzessionsnummer Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat
Apocynaceae
Allamanda schottii POHL 117-07-74-83 0
Alyxia gynopagon ROEM&SCHULT. 008-27-74-80 0
Amsonia tabernaemontana WALTER 093-22-74-80 0
Apocynum cannabinum L. 093-20-74-80 0
Pachypodium lamerei DRAKE 186-01-83-40 H#Hit
Rauvolfia serpentina (L.) BENTH. ex Kurz 135-01-79-84 0
Rauvolfia tetraphylla L. 340-23-85-44 0
Stemmadenia tomentosa var. (ROSE & STANDL.) 058-93-74-73 #
palmeri WOODSON
Strophantus speciosus REBER 146-19-74-73 #
Tabernaemontana STAPF. 186-03-91-10 #it
pachysiphon
Thevetia peruviana (PERS.) K. SCHUM. 011-28-78-10 0
Trachomitum venetum (L.) WOODSON 093-19-74-80 0

In der Familie der Hundsgiftgewdachse wurden Vertreter aus 11 verschiedenen Gattungen

untersucht, 4 Arten (Pachypodium lamerei Drake, Stemmadenia tomentosa var. palmeri (Rose

& Standl.) Woodson, Strophantus speciosus Reber, Tabernaemontana pachysiphon Stapf.)

zeigten dabei proteolytische Aktivitat. Die restlichen Arten konnten keine signifikante

Anderung des Fluoreszenzsignals bewirken.

Tab. 22 Ubersicht Asclepiadaceae

Art Erstautor Akzessionsnummer Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat
Asclepiadaceae
Asclepias incarnata L. 093-18-74-80 #
Asclepias syriaca [55] L. 242-82-97-10 i
Ceropegia dichotona HAaw. 055-63-74-80 #
Ceropegia fusca BOLLE 009-72-74-80 #
Dischidia balansae COSTANTIN 244-87-84-63 0
Dischidia nulec 234-22-97-83 ##
Dischidia species 054-85-74-83 H
Echidnopsis cereiformis (DAMMANN) A. BERGER 055-49-74-80 #
var. brunnea
Hoya australis R. BR. ex J. TRAILL 054-65-74-83 #
Hoya bandaensis SCHLTR. 179-01-85-83 #
Hoya carnosa (L.F)R.BR. 163-01-85-83 #
Hoya cumingiana DECNE. 117-08-88-63 #
Mondia whitei Hook. f. SKEELS 084-38-83-50 0
Periploca angustifolia LABILL. 223-07-97-10 0
Stapelia gigantea N. E. BR. 061-19-74-80 #
Stephanatis floribunda BRONGN. 020-84-84-83 #
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13 von 16 Arten der Familie Asclepiadaceae zeigten in den Untersuchungen proteolytische
Aktivitat darunter auch der Latex von Asclepias syriaca L., aus dessen Latex zwei Asclepaine
isoliert und als Cysteinprotease charakterisiert wurden [55]. Die gefundene Aktivitat konnte
bestatigt werden. Auch Asclepias incarnata L. zeigte Aktivitat. Festzustellen war weiterhin,
dass alle Vertreter der Gattung Hoya (Wachsblumen) und Ceropegia (Leuchterblume)
Protease- Aktivitat zeigten. Drei Arten (Dischidia balansae COSTANTIN, Mondia whitei
Hook. f. SKEELS, Periploca angustifolia LABILL.) waren ohne Proteaseaktivitat und konnten
das Substrat nicht umsetzten.
IV.2.3. Proteolytische Aktivitat in Caricaceae, Clusiaceae und Convolvulaceae
Tab. 23 Ubersicht Caricaceae, Clusiaceae und Convolvulaceae
Art Erstautor Akzessionsnummer des  Proteolytische
Bot. Gartens Aktivitat
Caricaceae
Carica jamaicensis URB. 065-29-94-74 s
Carica papaya*[3] L. 078-14-01-70 #it
Clusiaceae
Clusia nemorosa G. MEY. 166-01-83-10 0
Calophyllum inophyllum L. 001-72-82-13 #
Convolvulaceae
Calystegia sepium (L) R. BR. 401-11-84-10 #
Cuscuta europaea L. 240-14-84-10 0
Ipomoea cairica (L.) SWEET 019-81-74-83 0
Ipomoea purpurea (L.) ROTH 081-19-74-80 0
Ipomoea tricolor CAVv. 0

In den Familien der Caricaceae und Clusiaceae konnten je zwei Vertreter untersucht werden.
Die beiden Arten der Gattung Carica zeichneten sich durch eine starke Aktivitat aus.
Proteasen aus Carica papaya L. (Papain, Caricain, Chymopapain A und B,
Glycylendopeptidase) sind bereits seit Jahren bekannt und genutzt [3]. Der Milchsaft aus
Calophyllum inophyllum L. zeigte als einzige Art der untersuchten Clusiaceae
Proteaseaktivitat. Bei den untersuchten Convolvulaceae konnte nur Calystegia sepium (L.) R.
BR. das gegebene Substrat umsetzen. Die Gattungen Ipomoea mit 3 Arten und die Gattung
Cusciuta waren ohne signifikante Aktivitat.
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1VV.2.4. Proteolytische Aktivitat in Moraceae und Papaveraceae

Tab. 24 Ubersicht Moraceae und Papaveraceae

Art Erstautor Akzessionsnummer Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat
Moraceae
Artocarpus altilis (PARKINSON) FOSBERG 202-03-93-80 H#Hit
Broussonetia papyrifera (L)) L'HER. ex VENT. 179-29-74-80 i
Castilla elastica SESSE ex CERV. 060-74-44-70 #
Ficus aspera PARCELLI. 142-07-74-83 #it
Ficus carica L. 089-34-74-80 H
Ficus citrifolia MILL. 239-05-81-23 #it
Ficus leprieurii MIA. 062-95-74-83 #
Ficus lutea VAHL 142-18-74-73 0
Ficus microcarpa L.F. 309-01-95-13 H#Hit
Ficus pertusa L.F. 016-16-05-10 0
Ficus erecta THUNB. var. 163-16-94-10 0
erecta
Ficus rubiginosa VENT. 019-76-74-83 #i#
Ficus schlechteri WARB. 142-30-74-83 #Ht
Ficus sinuata THUNB. 142-31-74-83 H#Hit
Ficus tequendamae DUGAND 239-03-81-23 #
Maclura pomifera*[38] (RAF.) C. K. SCHNEID. 092-17-74-80 ##
Maclura tricuspidata CARRIERE 179-31-74-80 #
Morus cathayana HEMSL. 179-39-74-80 #it
Papaveraceae
Argemone platyceras LINK & OTTO 053-32-74-14 0
Eschscholtzia california CHAM. 069-11-74-80 0
Chelidonium majus L. 020-22-95-14 0
Macleaya microcarpa (MAXIM.) FEDDE 069-12-74-80 0
Papaver lapponicum (ToLM.) NORDH. 065-15-86-14 0

Die getesteten Arten der Papaveraceae waren alle ohne Aktivitdt und konnten keine
signifikante Anderung der Fluoreszenz bewirken. Hingegen konnten in der Familie der
Moraceae 12 Vertreten mit starker proteolytischer Aktivitdt gefunden werden. Bei der
Gattung Maclura wurden die Proben aus den unreifen Friichten gewonnen, Macluralisin
wurde von Rudenskaya et al. (1995) [38] als Serinprotease aus dem Latex unreifer Friichte
isoliert und charakterisiert. Des Weiteren ist die Gattung Ficus durch 6 von 12 Arten mit
hoher Aktivitat aufgefallen, allerdings konnten nicht alle Arten das gegebene Substrat

umsetzten.
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IVV.2.5. Proteolytische Aktivitat in Asteraceae

Tab. 25 Ubersicht Asteraceae

Art Erstautor Akzessionsnummer Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat
Asteraceae
Agoseris elata GREENE 063-01-10-40 0
Aposeris foetida LESS. 0. Nr. #
Azorina vidalii (H. C. WATS.) FEER 048-10-80-14/2 #i#
Catananche caerulea L. 142-72-79-10 HitH
Chondrilla juncea L. 143-37-98-10 #
Chondrilla ramosissima SM. 244-03-06-10/2 #
Cicerbita macrophylla WALLR. 195-02-74-80/6 #
Cicerbita plumieri KIRSCHL. 137-02-89-14 #
Cichorium endivia ssp. (ScHousB.) P. D. SELL 208-42-05-10/2 0
divaricatum
Cichorium intybus L. 025-10-92-10
Cichorium spinosum L. 057-02-06-40/2 0
Crepis biennis L. 016-44-79-14 #H
Crepis canariensis BABCOCK ex JENKINS 306-03-84-44 #
Crepis pannonica (JACQ.) K. KocH 256-01-00-14 #
Crepis pyrenaica GREUTER 151-24-86-10 #i
Crepis turcica DEGEN & BALDACCI 048-10-09-10/2 #
Dendroseris litoralis SKOTTSB. 015-01-76-14/6 #
Hieracium amplexicaule L. 001-24-25-14 H
Hieracium aurantiacum L. 110-05-93-10 #
Hieracium bornmuelleri FREYN 195-12-74-80/2 ##
Hieracium bracteolatum SIBTH. & SM. 267-10-80-10/1 ##
Hieracium calophyllum UECHTR. 0. Nr. #H
Hieracium compositum LAPEYR. 176-01-07-10 #it
Hieracium glaucinum JORD. 215-42-74-80/2 #
Hieracium humile LAPEYR. 161-02-03-20/1 #H
Hieracium jankae R. UECHTR. 044-17-10-70 #HH
Hieracium korshinskyi ZAHN 201-91-07-10 i
Hieracium olympicum Boiss. 057-04-07-40/1 ##
Hieracium porrifolium L. 258-06-01-10/1 #it
Hieracium staticifolium ALL. 108-05-95-10/2 i
Hieracium umbellatum L. 015-03-95-1 H##
Hieracium villosum JACQ. 061-44-86-13/3 #it
Hieracium vogesiacum MOUNG. ex FR. 120-16-05-14/3 #it
Hypochaeris maculata L. 181-01-08-10/1 0
Hypochaeris oligocephala (SVENT. & BRAMW.) LACK  130-02-79-44 #
Hypochaeris radicata L. 289-04-83-10 i
Launea arborescens MURB. 037-12-95-14 0
Lactuca alpestris (GRAND.) RECH. F. 261-27-00-10 0
Lactuca perennis L. 154-15-98-10/2 0
Lactuca sativa L. 224-62-74-70/1 0
Lactuca serriola L. 229-46-99-14 0
Lactuca tatarica (L) C. A.MEY 0. Nr. #H
Lactuca virosa L. 242-48-58-14 0
Lapsana communis L. 171-34-99-14 #
Leontodon hispidus L. 044-16-10-10 #i#
Leontodon incanus SCHRANK 128-02-01-10 HH
Leontodon saxatilis LAM. 017-09-10-10 #
Microseris douglasii (DC.) ScH. BIP. 072-03-10-70 #i#
Nabalus tatarinowii (MAXIM.) NAKAI 0. Nr. 0
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Picris hieracioides
Pilosella aurantiaca

Pilosella echioides
Pilosella hoppeana

Pilosella islandica

Pilosella macrantha
Pilosella officinarum
Pilosella peleteriana

Pilosella setigera
Pilosella ziziana
Podospermum canum
Podospermum roseum

Prenanthes purpurea
Reichardia gaditana
Schlagintweitia intybacea
Scolymus hispanicus
Scorzonera elata
Scorzonera hispanica
Scorzonera humilis
Scorzonera purpurea
Scorzoneroides autumnalis
Sonchus abbreviatus
Sonchus congestus
Sonchus daltonii

Sonchus hierrensis var.
benehoavensis

Sonchus masquindalii
Sonchus palmensis
Sonchus palustris
Taeckholmia arborea
Taraxacum officinale [23]
Taraxacum ohwianum
Tolpis staticifolia

Tolpis succulenta
Tragopogon dubius
Tragopogon pratensis

Tragopogon porrifolius ssp.

porrifolius

Tragopogon songoricus
Tragopogon tommasinii
Trommsdorffia maculata
Urospermum picroides
Vernonia arkansana
Vernonia flexuosa
Vernonia gigantea ssp.
gigantea

Warionia saharae
Willemetia stipitata
Youngia tenuifolia

L.

(L.) F. W. SCHULTZ & SCH.
Bip.

F.W. SCHULTZ & SCH. BIP.
(SCHULT.) F. W. SCHULTZ
& SCH. BIP.

(LANGE) A. LOVE

F.W. SCHULTZ & SCH. BIP.
F.W. SCHULTZ & ScH. BIP.
(MERAT) F. W. SCHULTZ &
SCH. BIP.

ARV.- TOUV.

F.W. SCHULTZ & ScH. BIP.
C.A. MEY

(WALDST. & KIT.)
GEMEINHOLZER &
GREUTER

L.

COUNT.

GRISEB.

L.

Bolss.

L.

L.

L.

(L.) MOENCH

LINK

WILLD.

WEBB.

(P1T.) BouLOs

PAU & FONT QUER
(ScH. BIp.) BouLus
L.

(DC.) BouLos

L.

KITAM.

ScH. BIp.

Lowe

SCop.

L.

L.

S. A.NIKITIN

ScH. BIp.

(L.) BERNH.

(L.) F. W. SCHMIDT
DC.

SImMS

(WALTER) TREL. ex
BRANNER & COVILLE
BENTHEM ex COsS.
CAss.

(WILLD.) BABC. &
STEBBINS

160-28-00-10
110-05-93-10

179-04-06-14
265-18-80-10

053-11-04-40/2
265-18-80-10
250-17-88-10
259-13-02-20

197-47-00-10
148-45-80/1
068-3387-44
258-08-01-10/2

143-19-79-10
143-07-90-10
261-10-99-10/2
197-19-94-10
091-09-09-20/1
055-10-06-40/1
174-01-08-10/1
026-05-09-10/1
166-10-94-10/2
041-12-00-10
121-02-94-34/1
064-29-98-14
045-43-04-14

051-31-93-10
045-50-04-10/2
202-06-92-10
312-04-00-14
025-26-88-10
218-03-05-10
300-04-03-10/1
014-01-76-14
002-01-05-10/2
110-20-06-10/2
197-73-86-14/1

060-05-06-10/2
141-11-00-14/3
201-90-67-10
045-49-04-14
076-32-10-70
131-11-96-10
073-08-10-70

249-57-90-10
029-16-01-13/2
017-10-10-10
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Die Pflanzenfamilie der Asteraceae, Unterfamilie Cichorioideae stellte einen Schwerpunkt
des Screenings dar. Es wurden insgesamt 95 verschieden Arten aus 36 Gattungen getestet, bei
67 Arten konnte Proteaseaktivitét festgestellt werden. Auffallend, da alle getesteten Vertreter
einer Gattung aktiv waren, sind die Gattungen Crepis (Pippau), Hieracium/ Pilosella
(Habichtskrauter), Leontodon (L6éwenzahn, Milchkraut) und Tragopogon (Bocksbérte). Hohe
Proteaseaktivitat, da hohe Fluoreszenswerte ermittelt wurden waren aus der Gattung Pilosella
Pilosella ziziana F.W.SCHULTZ & ScH. BIp., Pilosella islandica (LANGE) A. LOVE, P. setigera
ARV.- Touv. sowie P. echinoides F.W. SCHULTZ & ScH. BIP.. In der Gattung Sonchus konnte
fir vier Arten Aktivitat ermittelt werden, im Verlauf der Untersuchungen wurde bemerkt,
dass wahrend der Blte Sonchus congestus WILLD. und Sonchus hierrensis var. benhoavensis
(P1T.) BouLos keine Proteaseaktivitat aufzeigten. Fur die untersuchten Arten der Gattung
Lactuca L. zeigte nur L. tatarica (L.) C.A. MEY Proteaseaktivitat, alle weiteren 5 untersuchten
Arten konnten das gegebene Substrat nicht umsetzen. Durch hohe Fluoreszenswerte
zeichneten sich auch folgende Asteraceen aus: Catananche caerulea L., Dendroseris litoralis
SKOTTSB., Hypochaeris radicata L., Leontodon hispidus L., Tolpis staticifolia ScH. Bip. und
Tragopogon songoricus S. A. NIKTIN [109]. Das Screening der Asteraceae und
Campanulaceae wurden im Rahmen einer Diplomarbeit von Dipl. Pharm. Sonja Sytwala
durchgefihrt [109].

IV.2.6. Proteolytische Aktivitat in Campanulaceae

Tab. 26 Ubersicht Campanulaceae

Art Erstautor Akzessionsnummer Proteolytische
des Bot. Gartens Aktivitat
Campanulaceae
Campanula alliariifolia WILLD. 194-28-74-80/4 it
Campanula hofmanii (PANTAN.) GREUTER& 0. Nr. i
BURDET
Campanula makaschvilii E. BuscH 022-11-08-40/1 #H#
Campanula persicifolia L. 194-34-74-80 H#Hit
Campanula punctata var. (KITam.) OHwiI 088-07-04-10/1 #H
hondoensis
Campanula pyramidalis L. 041-01-80-14 H#Hit
Campanula rapunculoides L. 283-02-74-80/1 #H
Campanula rupicola BoISS. & SPRUN. 142-08-09-70/1 #
Campanula takhtadzhianii FEDOROV 0. Nr. #i
Campanula trachelium BROT. 0. Nr. #it
Campanula xylocarpa KOVANDA 087-03-03-14 it
Canarina canariensis (L.) VATKE 289-21-80-10 #i
Downingia elegans (DOUGLAS ex LINDL.) 072-01-10-70 H#
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Lobelia erinus
Lobelia excelsa
Lobelia gibberroa
Lobelia inflata
Lobelia morogorensis
Lobelia polyphylla
Lobelia salicina
Lobelia valida
Musschia aurea
Musschia wollastonii

TORR.
L.
BONPL.
HEMSL.
L

E.B. KNOX & Pocs
HOOK. & ARN.

LAM.

L. BoLus
DUMORT.

LOWE

053-98-74-80
080-11-93-10/1
026-01-08-30/1
242-06-00-14
225-10-10-30/1
166-03-89-10/3
175-29-09-80
003-10-96-54/1
081-02-95-14
102-05-01-44/4

o

##

3
SR S

#H#

### entspr. c(Papain) > 10ug . mL™ ## entspr. c(Papain) < 0,1-5 pg . mL-1# entspr. c(Papain) < 0,1 pg . mL-1[109].

Aus der Familie der Glockenblumengewachse wurden 23 verschiedene Arten untersucht,

dabei waren nahezu alle Arten der Gattung Campanula L. aktiv, Campanula alliariifolia

WiLLD. und Campanula xylocarpa KOVANDA hatten dabei die héchsten Fluoreszenzwerte.

Lobelia excelsa BoNPL. war die einzige Art, die innerhalb der Gattung Lobelia L. und auch

innerhalb der Campanulaceae nicht positiv hinsichtlich der Proteaseaktivitat getestet wurde.

IV.2.7. Proteolytische Aktivitat in Euphorbiaceae

Tab. 27 Ubersicht Euphorbiaceae

Art Erstautor Akzessions- Herkunft Proteo- Diterpen-
nummer des Iytische  ester
Bot. Gartens Aktivitdt [Ref.]
Euphorbiaceae
Acalypha wilkesiana  MULL. ARG. 136-07-74-83 i
Colliguaja integrima  HOOK. 013-24-88-10 0
Codiaeum (L) RumpPH.ex  040-40-74-73 0
variegatum A.Juss.
Euphorbia
E. abyssinica J.F. GMEL 027-92-74-80 Sudan, Athiopien, #it
Somalia, Eritrea
E. acanthothamnos HELDR. ex 042-60-74-80 Griechenland ## + [140]
SART.
E. aff. oncoclada DRAKE 027-84-74-80 Madagaskar # + [145]
E. ammak SCHWEINF. 027-68-74-80 Arab. Halbinsel #
E. amygdaloides™ L. 014-29-74-80 Europa # + [146]
E. amygdaloides L. 205-86-74-80 Europa # + [145]
ssp.amygdaloides
E. antisyphilitica Zucc. 045-10-74-80 USA, Mexiko #
E. aphylla BROUSS. ex. 012-94-74-80 Kanarische Inseln #
WILLD.
E. avasmontana DINTER 279-05-83-20 Namibia # + [145]
E. baioensis S. CARTER Kenia # + [145]
E. balsamifera AITON 078-14-96-40 Kanarische Inseln, # - [145]
Mauretanien,
Senegal, Mali,

Burkina Faso,
Niger
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E. barnhartii
E. barrelieri

E. bubalina

E. buruana

E. canariensis
E. candelabrum

E. capsaintemariensis

E. cereiformis

E. characias L.ssp.
characias

E. characias L.ssp.
veneta

E. coerulescens

E. confinalis

E. cooperi
E. cotinifolia

E. cyathophora

E. cylindrifolia

ssp.cylindrifolia
E. cyparissias*

E. dawei

. decaryi

. deightonii

. dendroides
. didieroides

mm mm

E. dulcis
. enopla
. epiphylloides

m m

. epithymoides
. esula

. evansii

. falcata

. fortissima

mm mm m

. franckiana
. francoisii

. giessii

. globosa

. glochidiata

M mm mm

m

. grandicornis

. grandidens
. gregaria
. griffithii

M mm

L. CroIZ.
BGR.

Boiss.

PAX
(L)N.E.BR
Boiss.

RAUH

L.
AITON

DRAKE

HAw.
R. A.DYER

N. E. BR.
L.

MURRAY

J. MARN.-LAP.
& RAUH

L.

N. E. BR.

GUILLAUMIN
CROIZAT

L.

DENIS &
LEANDRI

L.

Bolss.

KURrz

L.

L.

PAX

L.

L. C. LEACH

A. BERGER
LEANDRI
LEACH
(HAw.) Sims
PAX

GOEBEL
HAW.

MARLOTH
Hook. f.

118-02-06-10
012-20-74-80

012-88-74-80
218-01-98-80
124-98-74-80
203-33-98-84

014-43-74-80

045-44-74-80
236-01-83-80

001-11-80-10

057-18-97-10
043-62-74-80

124-98-74-80
149-07-95-10

129-04-04-80
027-93-74-80

124-91-74-80
115-79-74-80

080-56-74-80
125-04-74-80
124-94-74-80
078-07-03-40

144-14-02-40
240-02-99-80
084-28-83-50

012-41-87-10
027-01-91-20
055-60-74-80
067-13-74-80
194-67-92-14

027-75-74-80
231-05-90-84
027-94-74-80
125-01-74-80
012-70-74-80

027-86-74-80
069-63-74-80

027-72-74-80
115-15-74-80

SO Asien
Frankreich,

Italien,
Balkanhalbinsel
RSA

Kenia, Tansania
Kanarische Inseln
Ost Afrika, Sudan,
Athiopien
Madagaskar

RSA
Mittelmeerraum

Mittelmeerraum

RSA

RSA, Mosambik,
Simbabwe

RSA, Simbabwe
Mexiko, Karibik,
Venezuela,
Brasilien

USA
Madagaskar

Europa

Kongo, Uganda,
Burundi, Ruanda,
Tansania
Madagaskar
Sierra Leone
Kanarische Inseln
Madagaskar

Europa

RSA
Andamanen See,
Indien

Europa

Eurasien

RSA

Europa,
Simbabwe,
Sambia

RSA
Madagaskar
Namibia

RSA

Kenia, Athiopien,
Somalia

RSA, Swasiland,
Mosambik

RSA

RSA, Namibia
Himalaya, China

##

H o H R

H* 3

##

H#

H

HHF HH

I+
H H 3F

#H

H#

H#

#

##

+ [145]

- [145]

+ [147]

+ [145]
+ [148]

+ [145]

+ [149]
+ [145]

+[150]

- [145]

+[99]

+ [148]
- [145]

+ [145]

- [145]
+ [151]
+ [145]
+ [152]
+[153]

+[154]

+ [155]
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mm mm mim

. halipedicola

. hamata

. handiensis

. heterochroma
. heterodoxa

. horrida

. ingens

E. jansenvillensis

E.

E.
E.

M mm mim

E.
E.

knuthii

lagunillarum
lathyris*

. ledienii

. leucodendron
. leuconeura

. lophogona

. marginata

mauritanica
milii DES MouL

var. bevilanensis

E.

milii DES MouL

var. longifolia

E.

milii DES MouL

var. milii*

E.

E.

E.
E. neohumbertii var.

millotii
myrsinites

neobosseri

neohumbertii

m mm m M mmm

m mm m

. hicaeensis
. nivulia

. obesa

. obtusifolia

. officinarum

. opuntoides

. ornithopus

. pedilanthoides

. pentagona
. pillansii

. pilosa

. platyclada

L. C. LEACH

(HAwW.) SWEET
BURCHARD
PAX

MULL. ARG.
Boiss.

E. MEYER eXx
Boiss

NEL
PAX

CROIZAT
L.

A. BERGER
DRAKE
Boiss.
LAM.
PURSH.

L.
(CrOIZAT)
URSCH &
LEANDRI
RAUH

URSCH &
LEANDRI
L.

RAUH
BoIT.

ALL.
HAM.
Hook. f.
POIRET

L.

N. E. BR.
JACQ.
DENIS

HAw.

N. E. BR.
L.

RAUH

080-34-74-80

124-99-74-80
042-62-74-80
012-24-74-80
040-01-00-74
072-23-87-70
042-59-74-80

240-23-99-80
305-01-97-80

084-26-83-50
025-31-88-10

028-10-01-10
353-05-86-14
027-89-74-80
007-32-84-10
125-02-74-80

094-53-74-84
084-29-83-50

125-03-74-80

140-08-91-14

019-02-94-14

186-54-02-80

240-22-99-80
027-90-74-80

116-07-81-10
125-05-74-80
012-89-74-80
115-67-74-80

001-82-74-70
255-11-93-30
012-48-74-80
188-06-04-80

014-33-74-80
117-33-79-20
069-60-74-80
206-01-97-80

Mosambik,
Simbabwe,

Tansania, Malawi

RSA, Namibia
Fuerteventura
Tansania
Brasilien
RSA

RSA, Sambia,
Malawi,
Bozsuana,
Simbabwe,
Mosambik
RSA

Mosambik, RSA,

Swaziland
Venezuela
Vorderasien,
Georgien, Iran,

Kasachstan, Tibet,

Mittelmeerraum
RSA
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Nordamerika,

Europa in Kultur

RSA

Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar

Mittelmeerraum,

Russland, USA
Madagaskar
Madagaskar

Mittelmeerraum
Indien
RSA

Kanarische Inseln

Marokko
Angola
RSA
Madagaskar

RSA

RSA
Europa
Madagaskar

##
#
#Hi

H#

H 3+

#H

H H

** 1 5w

##

+ [145]

- [145]
+ [145]

+[156]

- [145]

+ [145]
+ [157]

+ [158]
+ [145]
+[159]
+ [145]

+ [145]
+ [145]
+ [145]

+[160]

+ [161]

+ [145]

+[162]

+[163,
164]

+[165]

- [145]

+ [145]

+ [166]
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. polyacantha

. pseudocactus

. pseudoglobosa
. pteroneura

. resinifera

mmmm m

E. royleana
. sakarahaensis
. schimperi

m m

. seguieriana

. similiramea

. sipolisii

. Spinosa

. stellata

. stenoclada

. submammilaris

M m mimmimm

. sudanica
. taitensis
. texeirea
. tirucalli*

mm m[m

. tortirama

. triangulares
. trigona

. tuberifera

. verrucosa

. viguieri

. villosa

M mm mm mm

. woodii
. Xanti
. xylophylloides

mim m

Hippomane
mancinella
Jatropha curcas
Manihot esculenta
Monadenium
coccineum
Monadenium
guentheri
Monadenium
heteropodum var.
heteropdum
Monadenium
invenustum N.E.Br.
var. angustum
Monadenium
lugardae
Pedilanthus
tithymaloides
Synadenium grantii

Boiss.

A. BERGER
MARLOTH
A. BERGER
BERG

Boiss.
RAUH
C. PRESL

NECK.

S. CARTER
N. E. BR.

L.

WILLD.
BAILLON

A. BERGER ex
PAX

A. CHEV.
PAX

L. C. LEACH
L.

R. A. DYER
DESF.

HAw.

L.

L.

DENIS
WALDST. &

KIT. ex. WILLD.

N. E. BRr.
Bloss.
BRONGN. ex.
LEM

L.

L.

CRANTZ
PAX

PAX

PAX (N. E. BR.)
BALLY

N. E. BR.
L. (PaIT)

Hook. f.

236-03-83-80
012-84-78-80
012-38-74-80
012-86-74-80
042-58-74-80

125-06-74-80
188-02-04-80
125-07-74-80

069-59-74-80
014-42-74-80
231-04-90-30
202-04-95-10
206-06-97-80
127-02-74-80
125-13-74-80

221-04-94-20
027-67-74-80
043-05-90-80
045-11-74-80

028-28-85-70
042-63-74-80
125-16-74-80
136-27-74-83
282-19-80-10
055-66-74-80
033-03-04-70
151-31-74-80
129-03-04-84
012-76-74-80
141-39-74-80
127-54-82-13
117-19-74-80
009-55-74-80
009-64-74-80

009-63-74-80

009-73-74-80

114-96-74-80

060-37-74-73

056-29-74-80

Sudan
RSA
RSA
Mexiko
Marokko

Indien
Madagaskar
Jemen, Saudi
Arabien

Europa, Westasien
Kenia, Tansania
Brasilien
Kanarische Inseln
RSA

Madagaskar

RSA

Mali

Kenia
Angola
Afrika, arab.
Halbinsel, Indien
RSA

RSA
Namibia
Angola
Europa
Madagaskar
Europa

RSA
Mexiko
Madagaskar

R :N:Zl:tq:tﬁ:ﬁ::ﬁ:# H H H HoH o H R H H H oH H H R

o

H* #&* O

#H

HH#

##

#H#

+ [145]

+ [166,
167]
+ [145]

+[168]

+[145]

+ [145]
+[169]

+ [170]
+[171]
+ [145]

+ [145]
+[172]

+ [145]

## entspr. ¢ (Trypsin) > 1 mg/ ml, # entspr. ¢ (Trypsin) 0,1 pg/ml- 1 mg/ml, RSA Republic of South Africa;
+ Diterpenester nachgewiesen, - keine Diterpenester nachgewiesen
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Das grofite Augenmerk des Screenings stellte die Familie der Euphorbiaceae dar und
innerhalb der Familie, die Gattung Euphorbia L.. Insgesamt wurden 129 verschiedene Arten
aus 10 Gattungen untersucht, davon entfielen 116 Arten auf die Gattung Euphorbia. Als
Bezeichnungen der Gattungen wurden die des Botanischen Gartens tUbernommen. Nach
phylogenetischen Untersuchungen wurden in den letzten Jahren die Gattungen Monadenium
und Synadenium zur Gattung Euphorbia transferiert [173, 174]. Somit erhoht sich die Anzahl
der getesteten Arten der Gattung um 6. Hinsichtlich der Proteaseaktvitat konnten alle Arten
dieser Gattung das gegebene Substrat in unterschiedlichem AusmaR umsetzen. Bekannte
Arten bei denen proteolytische Enzyme beschrieben wurden wie, Milin aus E. milii var. milii
[16], Euphorbain T1-T4 aus E. tirucalli [33], Euphorbain Y1-Y3 aus E. cyparissias [27],
Euphorbain L aus E. lathyris [29] und zwei Proteasen aus dem Latex von Synadenium grantii
[36] wurden dabei mit untersucht und ebenfalls Proteaseaktivitat festgestellt. Aufféllig war,
dass innerhalb des Proteasescreening die Gattung Euphorbia sehr hohe Fluoreszenswerte
zeigte. Die hochsten Aktivitaten waren bei den Arten Euphorbia mauritanica, E. coerulescens
und E. myrsinites festzustellen. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Latices der
Gattung Euphorbia tber mehrere Zeitpunkte, bezogen auf das Kalenderjahr, aktiv hinsichtlich
proteolytischer Aktivitat waren. Es ist daher anzunehmen, dass die proteolytische Aktivitat im
Milchsaft in der Gattung Euphorbia konstitutiv vorhanden ist. Sie stellt wahrscheinlich einen
Faktor im Verteidigungsmechanismus der Pflanze dar.

Bei den ebenfalls untersuchten Arten konnten Colliguaja integrima, Codiaeum variegatum,

Hippomane mancinella und Jatropha curcas das gegebene Substrat nicht umsetzten.

IVV.3. Bestimmung der Residualaktivitat ausgewahlter Euphorbien

Alle bisher gefundenen Proteasen aus Latices der Gattung Euphorbia zeigten eine Serin-
proteaseaktivitit. ~ Mit der  Uberlegung, dass die  Serinproteaseaktivitit  ein
chemotaxonomisches Merkmal dieser Gattung darstellen kénnte, wurden die Latices mit
spezifischen Inhibitoren behandelt, um so Ruckschliisse auf den vorliegenden Typ fiihren zu

koénnen. 70 der 116 Euphorbien der Gattung Euphorbia wurden daraufhin untersucht.
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Tab. 28 Beeinflussung der Proteaseaktivitat durch spezifische Inhibitoren

Einfluss des Einfluss des Einfluss des Einfluss des
Serinprotease Aspartat Cystein Metallo
Inhibitors Inhibitors Inhibitors Inhibitors
AEBSF Pepstatin A E-64 EDTA
E. acanthothamnos *| *| *| —
E. aff.oncoclada *| *| — *|
E. ammak * * - -
E. antisyphilitica *| - - -
E. aphylla *| - - *1
E. avasmontana *| - — *1
E. balsamifera *| - *| *|
E. canariensis *| - *1 -
E. cereiformis * - - -
E. characias L.ssp. *| *| *| -
characias
E. characias L.ssp. *| - - -
veneta
E.coerulescens *| *| *| *|
E. confinalis *| — — -
E. cooperi *| *| - -
E. cotinifolia *| *| - -
E. dawei *| *| — —
E. deightonii *| *| — -
E. dendroides *| — — -
E. didieroides *| - - *|
E. epiphylloides *| - - -
E. evansii *| - — -
E. fortissima *| *| — —
E. franckiana *| *1 — *1
E. francoisii *| - - -
E. giessii *| *| *| -
E. glochidiata *| *| *| *|
E. grandicornis *| *1 *1 *1
E. grandidens *| — — —
E. gregaria *| *1 *1 *1
E. halipedicola *| - *1 *1
E. hamata *| *| *| *|
E. handiensis *| — — —
E. heterochroma *| *| - *|
E. heterodoxa *| - — -
E. ingens *| *1 *1 *1
E. jansenvillensis *| - *| *1
E. knuthii *| *| *| *|
E. lagunillarum *| *| *| *|
E. ledienii *| *| — *|
E. leucodendron *| - - -
E. mauritanica *| - — -
E .milii var. *| *| *| *|
bevilanensis
E. milii var. longifolia *| *| — -
E. milii var. milii *| *| — -
E. millotii *| — — —
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E. nivulia *| - *| —
E. opuntoides *| — — —
E. ornithopus *| - — -
E. pedilanthoides *| - - -
E. pentagona *| *| - *|
E. pillansii *| — — —
E. polyacantha *| — — —
E .pseudocactus *| - - -
E. pteroneura * * * -
E. resinifera *| *| *] *|
E. royleana *| *| — —
E. schimperi *| — — —
E. similiramea *| - - -
E. sipolisii *| - - -
E. spinosa *| - - -
E. stenoclada *| — — -
E. sudanica *| *| - -
E. taitensis *| *| *| *|
E. texeirea *| *| — -
E. tirucalli *| *1 *1 *1
E. triangulares *| *| *| *|
E. trigona *| - - -
E. viguieri *| - - -
E. xanti *| *1 — *1
E. xylophylloides *| — — —

*signifikante Anderung der Aktivitat durch den Einsatz der jeweiligen Inhibitoren; | Hemmung der Aktivitit, 1
Aktivitatssteigerung, - keinen Einfluss [175]

Zu Beginn der Untersuchungen wurden alle isolierten Proteasen aus der Gattung Euphorbia
als Serinproteasen charakterisiert. Bei den Residualaktivitdten der hier getesteten Euphorbien
konnte fir alle untersuchten Proben eine signifikante Hemmung der Aktivitat durch den
spezifischen Inhibitor AEBSF festgestellt werden. Bei 28 Arten hatte nur AEBSF Einfluss auf
die Aktivitat, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass es sich um Serinprotease-
aktivitdit handelt. Die Testung der anderen spezifischen Inhibitoren fiihrte zu
unterschiedlichen und individuellen Ergebnissen. Der Zusatz der anderen Inhibitoren wirkte
nicht nur hemmend sondern auch stimulierend auf die Proteaseaktivitat. Besonders der Zusatz
von EDTA fihrt zum Teil (z.B. bei E. avasmontana und E. ingens) zu Steigerung der
Aktivitdt um 200%. Einige Arten wie E. triangulares, E. taitensis oder E. lagunillarum
wurden von allen vier Inhibitoren hemmend beeinflusst.

Eine allgemeine Aussage ist aufgrund der Komplexizitat fir diese Arten nicht mdglich. Fur
eine genaue Zuordnung der Aktivitaten misste der Latex jeder Art separat gereinigt und die
jeweiligen Proteasen isoliert und deren inhibitorisches Profil bestimmt werden. Auch Arten,
bei denen bisher nur Serinproteasen isoliert wurden, wie aus Euphorbia tirucalli oder
Euphorbia milii, wurden durch andere als Serinprotease-Inhibitoren in ihrer Aktivitat

beeinflusst.
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IV.4. Reinigung und Charakterisierung einer Proteasefraktion aus Euphorbia
mauritanica L.

1V.4.1. Euphorbia mauritanica L.

§ 7, Die afrikanische Wolfsmilch Euphorbia mauritanica

“ ¢ (golden spurge (Eng.); geel melkbos (Afr.)) Poison
a. Milk Bush, Pencil Milkbush), ist ein sukkulenter
Rutenstrauch, mit nativem Vorkommen in Botswana,
Lesotho, Namibia und Std Afrika - Kape Province,
Free State und KwaZulu-Natal. Der Strauch ist
! dornenlos und wird bis 1.5 m hoch. Die Ruten
entspringen dem Wurzelstock. Sie sind gelblich-grun,
zylindrisch,  mit  wenigen  Seitentrieben  und
wechselstandiger Blattstellung. Die Bliitezeit ist von

Abb. 10 Euphorbia mauritanica L. August bis September. Die Pflanze bliht in gelben
Cyathien, die in kompakten Gruppen am Ende junger Triebe stehen. Bei Kleinsten
Verletzungen tritt reichlich Milchsaft aus. Euphorbia mauritanica gilt als toxisch und
unbrauchbar als Futterpflanze. Vergiftungserscheinungen mit zum Teil todlichem Ausgang
wurden bei Schafen beobachtet, die mit Euphobia mauritanica als Beifutter gefittert wurden.
Bei den Schafen kam es zu nervosen Schadigungen mit Muskeltremor, Fieber, Diarrhoe,
Schaum vor dem Maul und Blutungen. Gefressen wird die Pflanze ohne Folgen nur von
Steinbdcken (Raphicerus campestris) und Klippspringern (Oreotragus oreotragus). Der Latex
wird traditionell angewendet in der Jagd als Pfeilgift oder beim Fischen (poisoning fishing).
AuBerdem wird der Milchsaft aufgrund seiner Adhasivitéat genutzt [105, 176].

Euphorbia mauritanica stellte auf Grund der hohen proteolytischen Aktivitdt im Protease-
Screening und der Hemmung der Aktivitat nur durch den fir Serinproteasen spezifischen
Inhibitor eine interessante Mdglichkeit dar, eine Serinprotease zu isolieren. Des Weiteren
waren die gewinnbare Menge Milchsaft und die Mdglichkeit, Proben aufgrund der
Kultivierung im Gewachshaus Uber das gesamte Jahr hinweg zu sammeln, von grofRem
Vorteil.
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1V.4.1.1. Mikroskopische Untersuchungen des Milchsaftes und des Stangels

Die mikroskopische Untersuchung des Milchsaftes zeigt die fur Euphorbien typische
stdbchen- bzw. hantelformige Stérke. Der Schnitt durch die Sprossachse zeigt tber den

Leitbtndeln die ungegliederten Milchsaftréhren.

: o & . ;
/ ™ 1
N S T ﬂp | v

BN

s"\‘m \%‘& 5 \ |

Nk ol /~ 1/

l/ LR | = @ | b

J
2N
]

~

Abb.11 Milchsaft von Euphorbia mauritanica L., a) Wasserpraparat b) Wasser/lod-Kaliumiodid-
Ldsung; typische stdbchen-/hantelférmige Euphorbiaceenstéarke, VergroBerung 10x40

Leitbiindel

Milchsaftrohren

Abb. 12 Milchsaftréhren oberhalb des Leitbindelringes, Stangelquerschnitt, aufgehellt mit
Chloralhydrat
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IV.4.1.2. Nano LC-MS-MS nach tryptischen Verdau von SDS-Gelbanden

Der Rohlatex wurde auf ein SDS-Page aufgetragen und mit Coomassie geférbt, die gefarbten
Banden wurden ausgeschnitten und in der Abteilung fur Massenspektrometrie am FMP
tryptisch verdaut und mittels Nano LC MS/MS Q TOF analysiert. Nach Abgleich mit den

Datenbanken Swissprot und NCBI konnten folgende bekannte Proteine identifizierte werden.

Tab. 29 Identifizierte Proteine nach tryptischen Verdau

Protein Accessions Nummer Molekulargewicht
peroxidase precursor 0i|56385009 38 kDa
copper-containing amine oxidase 0i|59668406 64 kDa

[Solanum lycopersicum]

SERPIN A 3-2 0i|121531626 (+2) 46 kDa

Proteaseinhibitoren der SERPIN- Familie sind ubiquitér im Pflanzenreich. Allerdings ist nicht
viel Uber die Funktion bekannt. Es gibt Hinweise, dass Serinproteaseinhibitoren den
programmierten Zelltod und die Zellalterung beeinflussen. Es wird ihnen weiterhin durch das
Vorhandensein in Phloemséften und Milchsaften eine defensive Funktion zugeschrieben
durch die irreversible Hemmung von Verdauungsproteasen der Schadlinge. Ein moglicher
direkter Schutz der Pflanze vor Eigenverdau durch eigene Proteasen bzw. das Zusammenspiel
von endogener Protease und endogenem Proteaseinhibitor bei der Abwehr von Pathogenen
und Frassfeinden wére eventuell auch eine moégliche Erklarung des Vorhandenseins beider
Proteine im Milchsaft.

Bei der Pflanzenverteidigung spielen auch die Aminoxidase und die aus dem Precursor
entstehende Peroxidase eine gewisse Rolle. Kupfer Aminoxidasen (EC 1.4.3.6.) katalysieren
die oxidative Desaminierung verschiedener biologischer Amine. Dabei entstehen neben den
korrespondierenden Aminoaldehyden, Wasserstoffperoxid (H,O2) und Ammoniak (NHs).
Wasserstoffperoxid agiert dabei als direktes zytotoxisches Agens gegen Pathogene und als
second messenger zur Aktivierung von Verteidigungsgenen [177]. Pflanzliche Peroxidasen
(EC 1.11.1)) sind in viele pflanzenphysiologische Prozesse involviert. Sie beeinflussen die
Bildung von Lignin und Suberin, die Vernetzung von Zellwandkomponenten und Beteiligung
am ROS (Reaktive Sauerstoffspecies) und RNS (Reaktive Stickstoffspecies) Metabolismus.
Die reaktiven Species stellen dann dhnlich wie Wasserstoffperoxid direkte Agenzien gegen

Pathogene dar [178]. Desweiteren wurden viele Peptidfragmente gefunden, die allerdings mit
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keiner Sequenz eines bekannten Proteins matchen. Somit sind noch weitere nicht identifizierte

Proteine enthalten. Proteasen sind bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.

IVV.4.1.3. Reinigung der Proteasefraktion aus Euphorbia mauritanica

Die Reinigung einer Proteasefraktion aus dem Latex von Euphorbia mauritanica erfolgte in
drei Schritten. Der gewonnene Latex wurde initial 30 min bei 4°C und 18*10%*g zentrifugiert
und fiir 24 h bei -18°C eingefroren, durch den Schritt des Einfrierens koagulierte die gesamte
kautschukhaltige Fraktion und konnte nach dem Auftauen und erneuter 30-minutiger
Zentrifugation bei 4°C als Koagulum entfernt werden. Um restliche Schwebstoffe zu
entfernen, wurde der Latex durch einen Spritzenvorsatzfilter (0,2 um) gefiltert. Die erhaltene
Probe wurde 1 zu 10 mit Phosphatpuffer 0,01 M, pH 7,0 verdiinnt und der Proteingehalt

sowie die Aktivitdt bestimmt.

IV.4.1.3.1. lonenaustauschchromatographie

Fur die Reinigung der Proteasefraktion wurden verschiedene lonenaustauscher getestet. Der
Versuch mit Carboxymethylcellulose als Kationenaustauscher wurde aufgrund fehlender
Bindung der Proteine verworfen, hingegen zeigten die Anionenaustauscher DEAE und Q gute
Bindungseigenschaften fur die zu separierenden Enzyme. Fir die Optimierung wurden
Acetat-Puffer (0,01 M, pH 6,0 und pH 5,0) und Phosphat-Puffer (0,01 M, pH 7,0) getestet.
Ein optimales Ergebnis hinsichtlich des Puffers lieferte der Phosphatpuffer. Die Probenlésung
wurde mit dem Laufpuffer verdinnt und auf die Sdule gegeben. Anschliefend wurde mit
Laufpuffer nichtgebundenes Protein von der S&ule gespilt, was erkennbar an dem ersten
Proteinpeak in Abb. 13 ist. Es wurden Fraktionen von 1,5 ml gesammelt bei einer
Elutionsgeschwindigkeit von 1,5 ml/min. Daraufhin wurde mit steigendem NaCl-Gradienten
die gebunden Proteine eluiert, bei den Fraktionen 25-37 wurde 0,1 M NaCl Zusatz eluiert.
Neben dem Proteinpeakist auch ein Aktivitatspeak zu erkennen mit einem Maximum in
Fraktion 26. Die weitere Anhebung der Natriumchlorid-Konzentration auf 0,15 M fiihrte zu
einem Peakmaximum sowohl fir die Aktivitat als auch fir den Proteingehalt der gesamten
Austauschchromatographie in Fraktion 39. Die weitere Elution mit 0,2 M NaCl Zusatz fuhrte

zu einem weiteren Peak (Fraktion 55).
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Abb. 13 Proteingehalt und Aktivitat nach Anionenaustausch

Gradient NaCl 0-0,2; Fraktion 0-24 Puffer ohne NaCl; Fraktionen 25-37 0,1 M NaCl; Fraktionen 38-53 0,15 M
NaCl; Fraktionen 54-72 0,2M NaCl; FluBrate 1,5ml/min; Fraktionsvolumen 1,5ml, AcroSep™ DEAE Ceramic
Hyper D F

Die nachfolgende SDS-Page der Fraktionen 4, 26, 39 und 55 zeigte fur Fraktion 4 den
Urlatex. Die S&ulenkapazitat war somit erreicht.

Abb. 14 SDS-PAGE nach lonenaustauschchromatographie
Silberfarbung, (v.l.n.r. Fraktionen 55, 39, 26, 4; Proteinmarker), 200 V konstant, 34 min.
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1V.4.1.3.2. GréRRenausschlusschromatographie

Fur die GrolRenausschlusschromatographie wurde die Fraktion 39 aus der lonenaustausch-
chromatographie verwendet, 50 pl der Fraktion wurden eingespritzt und das Chromatogramm
bei 210 nm online verfolgt. Die drei Peaks wurden separat aufgefangen und als Peak 1, 2 und
3 bezeichnet. Von allen Peaks wurde die Aktivitat und der Proteingehalt bestimmt, sowie eine
SDS-Page angefertigt. Dabei zeigte Peak 2 in der SDS-Page nur eine erkennbare Bande
sowohl bei Coomassie als auch bei Silberfarbung. Peak 1 zeigte mehrere Banden im Gel,
ahnlich denen der Fraktion 39, die eingespritzt wurde. Peak 3 konnte im Gel nicht detektiert
werden. Bezlglich der Aktivitét zeigten sowohl Peak 1 als auch 2 Proteaseaktivitat, hingegen

konnte Peak 3 das Enzchek-Reagenz nicht umsetzen.

18

nVolt

time, min

Abb. 15 Chromatogramm der Gréenausschlufichromatographie;

50 ul Fraktion 39 der lonenaustauschchromatographie, Detektionswellenlédnge: 210 nm, Flussrate: 0,150 ml/min,
Laufmittel: 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,0; Peak 1-3
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Abb. 16 a) Abb. 16 b)

16 a. SDS-Page, Farbung mit Coomassie- Brilliantblau

(v.L.n.r. Peak 2, Peak 2, PM, Fraktion 39) (Laufzeit: 35 min ,57-30 mA, 200 V konstant);
16 b. SDS-Page, Farbung mit Silber

(v.l.n.r. Peak 2, PM) (Laufzeit: 33 min ,57-28 mA, 200 V konstant)

Tab. 29 Reinigungsubersicht mit dazugehérigen Aktivitaten und Proteingehalt

Reinigungsschritt Proteingehalt Aktivitat Spez. Aktivitat
[ng/mi] [Fluoreszens- | Fluoreszenseinheiten/
einheiten] Proteingehalt der Probe
Urlatex 1637 + 23 50044 + 342 1,22+0,3
DEAE lonenaustausch | 226 + 12 56945 + 443 10,07+ 0,2
GroRenausschluss 212 42940 + 234 81,79+0,2

Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhangigen Messungen mit je 4 Parallelen £ SD.
Spezifische Aktivitat berechnet als Fluoreszenseinheiten/Proteingehalt der Probe

1V.4.1.4. Charakterisierung der unbekannten Proteasefraktion aus Euphorbia
mauritanica L.

1V.4.1.4.1. Abschatzung der molekularen Masse

Fur die Abschatzung der molekularen Masse wurde anhand der relativen Laufstrecke der
einzelnen Proteine des Proteinmarkers eine Kalibriergerade erstellt und aus der resultierenden
Geradengleichung die molekulare Masse der Gelbanden der unbekannten Protease
abgeschatzt.
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Abb. 17 Kalibriergerade flr die Molekulargewichtsbestimmung

(Proteinmarker broad range: Myosin 200 kDa, -Galkatosidase 116,3 kDa, Phosphorylase b 97,4 kDa, bovines
Serumalbumin 66,2 kDa, Ovalalbumin 45 kDa, Carboanhydratase 31 kDa, Trypsininhibitor 21,5 kDa, Lysozym
14,4 kDa).

Anhand des R; Wertes konnte eine Molekulare Masse von 94,65 = 1,20 kDa fiur die
unbekannte Protease ermittelt werden.

1V.4.1.4.2. Zymographie

Fur die Zymographie wurde der Latex von Euphorbia mauritanica in 3 Verdinnungen
aufgetragen, Lane 1 stellt den Rohlatex dar, aufgefangen in 300 pl PBS-Puffer (Proteingehalt
ca. 1500 pg/ml), Lane 2 stellt eine Verdinnung von 1:10 und Lane 3 von 1:100 dar. Die
Banden des Rohlatex sind sehr diffus und es sind kaum einzelne Banden zu erkennen. Die
gewdhlte Proteinkonzentration war zu hoch fir eine klare Abgrenzung der Banden. In der
Verdinnung 1:10 sind deutlich drei Bereiche zu detektieren. In der Verdinnung 1:100 ist der
Proteingehalt zu gering, es konnten nur zwei Bereiche detektiert werden. Das vorliegende
Zymogramm zeigt, dass im Latex von Euphorbia mauritanica moglicherweise 3 verschiedene
Proteasen vorhanden sind, da drei Bereiche zu erkennen sind, bei denen das Casein verdaut

wurde.
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Abb. 18 Zymogramm von E. mauritanica

Lane 1 Rohlatex, Lane 2 Verdiinnung 1:10, Lane 3 Verdinnung 1:100, Zymogrammgel, 12%, Casein.
1:100 V konstant, t: 35 min

1V.4.1.4.3. Glycoproteinfarbung

Die Farbung der SDS-Page mit dem Glycoprotein-Staining-Kit ergab eine rosa gefarbte
Bande fir die Positivkontrolle und eine leicht rosa gefarbte Bande fir Peak 2, somit kann

angenommen werden, dass es sich um ein Glykoprotein handeln kdnnte.

1V.4.1.4.4. Verhalten gegentber pH-Wert

Der fur die unbekannte Protease optimale pH-Wert fur die Umsetzung des Substrates liegt
zwischen pH 6,5 und 7,5. Unter einem pH-Wert von 4,5 waren die Unterschiede zum
Blindwert nicht signifikant, hingegen konnte im Basischen bis pH 12,0 eine signifikante

Anderung des Fluoreszenzsignals erfasst werden.
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Abb. 19 Aktivitatsverlauf in Abhéngigkeit vom pH-Wert
pH-Optimum zwischen pH 6.5 und 7.5, die Protease konnte das Substrat im Bereich von pH 4.5-12.0 umsetzten,
dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhangigen Messungen mit je 2 Parallelen (n=6).

1V.4.1.4.5. Temperaturoptimum und Stabilitat

Das Temperaturoptimum fir die unbekannte Protease liegt im Bereich von 55°C bis 60°C.
Bei der Aktivitatsmessung bei der jeweiligen Temperatur konnte im gesamten getesteten
Bereich Aktivitat ermittelt werden. Hingegen konnte die Protease nach thermischer
Behandlung das gegebene Substrat ab einer Temperaturbelastung von 80°C nicht mehr

umsetzen.
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Abb. 20 Verhalten der Aktivitat gegeniiber Temperaturdnderungen

Kurve 1: Probe 15 min bei definierter Temperatur belassen und dann die Aktivitat bestimmt.

Kurve 2: Probe thermisch belastet, abkihlt und Aktivitat bei 37°C bestimmt. Temperaturoptimum zwischen 55-
65°C, Temperaturstabilitat von 20-80°C. Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 unabhangigen Messungen mit je
3 Parallelen.

1VV.4.1.4.6. Verhalten gegentiber Solventien

Um die Stabilitat gegenuiber organischen Solventien und Harnstoff zu testen, wurden DMSO,
Methanol, Acetonitril und Harnstoff in verschieden Konzentrationen mit der Protease versetzt
und die Aktivitat nach 30 min Inkubation gemessen und ins Verhaltnis mit der unbehandelten

Protease gesetzt und die Residualaktivitat bestimmt.

Tab. 31 Aktivitat der unbekannten Protease nach Behandlung mit organischen Solventien

Agens Konzentration (v/v) Residualaktivitat [%]
DMSO 50 62,5
30 81,2
10 93,8
Acetonitril 50 86,3
30 96,4
10 99,8
Methanol 50 85,3
30 96,5
10 99,2
Harnstoff 8M 65,4
4M 75,8
2M 84,3

1M 86,2
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Die kurzzeitige Belastung mit Acetonitril und Methanol fiihrte bei der unbekannten Protease
erst bei einer Konzentration von 50% zu einer Reduktion der Proteaseaktivitat von 14%. Die
anderen getesteten Konzentrationen fuhrten kaum zu einer Reduktion der Aktivitadt. Die
Behandlung mit DMSO zeigte bereits bei 30% iger Losung eine Abnahme der Aktivitat von
ca. 20% und eine Konzentration von 50% fihrte zu einer Aktivitdtsminderung von 38%.

Bei den Stabilitdtsversuchen mit Harnstoff zeigte sich eine konzentrationsabhdngige
Minderung der Aktivitat. Die 4 M Losung fuhrte zu einer Aktivitdtsminderung von 25% und
8 M Losung von 35%. Insgesamt ist festzustellen, dass die kurzzeitige Behandlung mit
Methanol und Acetonitril in den getesteten Konzentrationen wenig Einfluss auf die Aktivitét
hatte. DMSO und Harnstoff hatten in den hoheren Konzentrationen einen hemmenden Effekt
auf die Aktivitat.

1VV.4.1.4.7. Stabilitat der isolierten Fraktion

Die isolierte Protease wurde bei 4°C 12 Monate aufbewahrt. In Abstanden wurde die Aktivitat
bestimmt und es konnte festgestellt werden, dass die Protease keinem Selbstverdau unterliegt.

Die festgestellte Aktivitat war Gber den untersuchten Zeitraum gleich hoch.
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Abb. 21 Lagerungsstabilitat der unbekannten Protease, Aktividtsmessungen tber 12 Monate
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1VV.4.1.4.8. Identifikation der Substratspezifitat der unbekannten Protease durch
Untersuchungen mittels MALDI-TOF-MS

Fur die Ermittlung der Substratspezifitdt der unbekannten Protease wurden bekannte
globuldre Proteine (Myoglobin (horse heart), Lysozym (hen egg white), B-Lactoglobulin
(bovine)) auf eine SDS-Page Ubertragen und die entsprechenden Banden ausgeschnitten. Die
gereinigten Proteine wurden dann durch die Protease verdaut und die entstandenen
Spaltstiicke mittels MALDI-TOF-MS am Institut fir Erndhrungswissenschaft analysiert. Fir
die Kalibrierung wurde der ,,Peptide calibration standard II* (Massenbereich von 700-3500

Da) von Bruker Daltonics herangezogen.

1V.4.1.4.8.1. Verdau von Myoglobin (horse heart)

Myoglobin vom Pferdeherz ist ein einkettiges globuldres Protein. Es besteht aus 153
Aminosauren mit einer molekularen Masse von 16951.49 Da [179]. Der Verdau durch die
unbekannte Protease zeigte, dass vor allem hinter den Aminoséuren Alanin, Leucin und Lysin
gespalten wurde. Weitere Spaltstellen waren hinter den Aminosduren Phenylalanin,

Methionin, Isoleucin, VValin und Prolin.

Tab. 32 Verteilung der Spaltstellen auf die Aminosauren (Myoglobin (horse heart))

K L A | P F Vv M
[%%0] 26,0 21,9 20,8 11,4 8,3 7,3 4,2 4,2
K Lysin, L Leucin, A Alanin, | Isoleucin, P Prolin, F Phenylalanin, V Valin, M Methionin
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Abb. 22 Identifikation der Spezifitat der unbekannten Protease durch Verdau von Myoglobin (horse
heart) an L, M, V, K, A, F, I, P; Messung 1, sequence coverage: 96,8%, RMSError: 0,58 Da, globale
Modifikation: 1 Met (O), partials: 6, Massentoleranz: 1000 ppm
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Ein Verdau von Myoglobin mit den Aminosauren L, M, V, K, A, F, I, P ergab eine
Sequenzabdeckung mit den ermittelten Peptiden von 96,8%.

1VV.4.1.4.8.2. Verdau von B-Lactoglobulin (bovine)

Bovines B-Lactoglobulin besteht aus 162 Aminosauren und einer Molekularen Masse von
18,3 kDa. Der Verdau durch die unbekannte Protease zeigte, dass die Aminosdauren Lysin,
Leucin und Alanin die bevorzugten Spaltstellen darstellen. Der Verdau mit diesen

Aminosauren ergab eine Sequenzabdeckung von 90,7%.

Tab. 33 Verteilung der Spaltstellen auf die Aminosauren (B-Lactoglobulin)

K L A
[%] 48,4 32,3 19,3
K Lysin, L Leucin, A Alanin
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Abb. 23 Identifikation der Spezifitit der unbekannten Protease durch Verdau von B-Lactoglobulin an
L, K, A, sequence coverage: 90,7%, RMS Error:1,04 Da, globale Modifikation: C (Carbamidomethyl), partials:
6, Massentoleranz: 1000 ppm

1V.4.1.4.8.3. Verdau von Lysozym (hen egg white)

Die Glucosidase Lysozym aus dem Hihnereiklar besteht aus 129 Aminosauren mit einer
molekularen Masse von 14,3 kDa. Der Verdau zeigte eine sehr unspezifische Spaltung, die
Spaltstellen waren vor allem hinter Alanin und Glycin sowie hinter Leucin, Isoleucin, Valin,
Prolin, Lysin und Phenylalanin. Der Verdau hinter diesen Aminoséuren zeigte eine
Sequenzabdeckung von 91,5%.

Tab. 34 Verteilung der Spaltstellen auf die Aminosduren (Lysozym)

A G L I \Y P K F M

[%0] 24,4 20,0 13,3 13,3 11,1 8,9 4,4 4,4 0

A Alanin G Glycin L Leucin I Isoleucin V Valin P Prolin K Lysin F Phenylalanin M Methionin
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Abb. 24 Identifikation der Spezifitit der unbekannten Protease durch Verdau von Lysozym (hen egg
white) an L, M, V, K, A, F, I, P, G; sequence coverage: 91,5 %, RMSError: 0,84 Da, globale Modifikation: C
(Carbamidomethyl), partials: 6, Massentoleranz: 1000 ppm

1V.4.1.4.8.4. Vergleich der unbekannten Protease mit Trypsin

Fur den Vergleich der Spaltmuster von Trypsin und der unbekannten Protease wurde
Myoglobin verdaut, es ist zu erkennen, dass das Spaltmuster eine partielle Ubereinstimmung
aufweist, da beide Enzyme eine Spezifitat fir die Aminoséure Lysin (K) haben. Bei der
unbekannten Protease erfolgt jedoch keine Spaltung an der Aminosaure Arginin, wie es bei

Trypsin der Fall ist.
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Abb. 25 Vergleich der Spaltmuster von Trypsin (rot) und der unbekannten Protease (blau)
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Abb. 26 Vergleich der Spaltmuster von Trypsin (rot) und der unbekannten Protease (blau) im Bereich
m/z 1600- 1635

Die unbekannte Protease besitzt eine unspezifische Substratspezifitat, die Untersuchung der
ermittelten Peptidmassen zeigte eine erhohte Spezifitdt der unbekannten Protease flr
hydrophobe, unpolare Aminosduren Leucin, Methionin, Valin, Phenylalanin, Isoleucin,
Alanin, Prolin, Glycin sowie fir die basische Aminosdure Lysin. Die Spezifitat der
unbekannten Protease ist abhdngig von der Aminosdaurezusammensetzung des Testproteins.

An den Aminoséauren Leucin, Lysin und Alanin wird bevorzugt gespalten.

1V.4.1.4.9. Untersuchungen zur Substratspezifitat anhand synthetischer Substrate

Bei der Untersuchung der unbekannten Protease hinsichtlich der Umsetzung synthetischer
Substrate konnten vier der acht gegebenen Substrate eine signifikante Anderung des
Fluoreszenzsignals gegenuber dem Blindwert bewirken. Aufféllig war, dass keine Umsetzung
erfolgte, wenn Arginin an das 4-Aminomethylcumarin gebunden war, hingegen erfolgte eine
Umsetzung, wenn die unpolaren Aminosduren Leucin, Phenylalanin oder Valin an
4-Aminomethylcumarin gebunden waren. Diese Untersuchung bestatigen die Ergebnisse die

bei dem in-Gel-Verdau, unter 1VV.4.1.4.8. erzielt wurden.

Tab. 35 Ubersicht tiber die Umsetzung synthetischer Substrate durch die unbekannte Protease

Peptidsubstrat M, C [ug/ml]  Umsetzung
Boc-Asp-(OBzl)-Pro-Arg-AMC 770,28 10 -
Boc-Val-Pro-Arg-AMC 627,74 10 -
Boc-Val-Leu-Lys-AMC 615,77 10 +*
BZ-Arg-AMC 435,48 10 -
H-Leu-AMC 288,35 10 +*
H-Phe-AMC 322,36 10 +*

MeO-Succ-Ala-Ala-Pro-Val-AMC 627,69 10 +*
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Succ-Ala-Ala-Phe-AMC 564,60 10 +*
Z-Gly-Gly-Arg-AMC 616,07 10 -
+* signifikante Umsetzung, - keine Umsetzung

1VV.4.1.4.10. Inhibitorisches Profil der unbekannten Protease

Um die unbekannte Protease einer Klasse von Endopeptidasen zuordnen zu kénnen, wurden
spezifische Inhibitoren getestet. Es stellte sich heraus, dass die Inhibitoren fur Serinproteasen
die Aktivitat signifikant auf unter 10% Restaktivitit senken konnten. Hingegen hatten die
Inhibitoren fiir Cystein-, Aspartat- und Metalloproteasen keinen signifikanten Einfluss.

Tab. 36 Ubersicht tiber die getestete Inhibitoren mit dazugehorigen Residualakitivitaten

Spezifischer Inhibitor Restaktivitat
Pefabloc (AEBSF) 94 +24
Aprotinin 265+15
Leupeptin 30,3+1,6
EDTA 1054 +2,1
EGTA 1035+2,3
Phosphoramidon 97,3+3,2
Pepstatin A 96,4+2,3
E-64 93,2+2,6

Residualaktivitdaten nach Behandlung mit den spezifischen Inhibitoren.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Untersuchungen mit jeweils 3Parallelen.

120 ~
100 -
80 -
60 -
40
20 -

Residualaktivitat

Abb. 27 Inhibitorprofil

Insgesamt betrachtet handelt es sich bei dem gereinigten Enzym, um eine Protease mit einer
Masse von ca. 95 kDa und Serin im aktiven Zentrum. Sie ist Uber einen grof3en Temperatur-
und pH-Bereich stabil. Auch die Lagerung tber mehrere Monate bei 4°C wurde ohne

Aktivitatsverlust Uberstanden. Ein Selbstverdau ist damit nur in sehr geringem Ausmal
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vorhanden. Die Substratspezifitat ist relativ gering. Bevorzugt wird hinter unpolaren
Aminosdauren geschnitten, wobei es eine gewisse Praferenz fur die Aminoséuren Leucin,
Lysin und Alanin gibt. Aufgrund der Eigenschaften bietet sich die Mdglichkeit, die Protease
dort einzusetzen, wo es nicht auf die Spezifitat ankommt, z.B. in Waschmitteln bzw. dort, wo
Proteine unspezifisch zersetzt werden missen. Da bisher noch keine Proteasen im Latex von
Euphorbia mauritanica bekannt sind, konnte die charakterisierte Protease in Anlehnung an
die bekannten Latexproteasen (siehe Tab. 2-5), Mauritanicain, genannt werden.

1VV.4.2. Zellkultur- Untersuchungen

1V.4.2.1. Vorbemerkung

Entziindungsgeschehen im Rahmen von Unféllen mit Milchséften sind seit langem bekannt.
Nach Kontakt mit dem Milchsaft kommt es zu zum Teil starken Reaktionen der Haut. Diese
konnen mit Rotungen, Juckreiz, Schwellungen, Blasenbildung und Odem einhergehen [106].
Die fiur diese Reaktionen verantwortlichen Phorbolester bzw. deren Derivate sind als
Tumorpromotoren und Procarcinogene bekannt [150]. Aufgrund ihrer amphiphilen
Eigenschaften binden sie an Phospholipidmembran-Rezeptoren. Sie aktivieren zum Beispiel,
wie der endogene Aktivator Diacylglycerol (DAG) die Proteinkinase C (PKC). Diese hat dann
Einfluss auf die Signaltransduktion, Zelldifferenzierung und das Wachstum. Weiterhin fiihren
Phorbolester zur Freisetzung von Histamin, Zytokinen, Proteasen und der Aktivierung der
NADPH-Oxidase und damit zu den Entziindungszeichen [180]. Auf der anderen Seite
beeinflussen Proteasen, vor allem Thrombin, die Entziindungsreaktion. Thrombin agiert als
chemotaktisches Agens fir polymorphkernige Neutrophile und Monozyten, in dem es die
Produktion von Monozytenchemotaktischem-Protein-1 (MCP-1), die Proliferation von
Monozyten und die Sekretion von Interleukinen stimuliert. Thrombin erhéht weiterhin die
Phagozytoseaktivitit von Monozyten. Diese Effekte werden durch die proteolytische
Aktivierung des G-Protein-gekoppelten  Proteinase-Aktivierten-Rezeptors-1  (PAR-1)
hervorgerufen. Es ist bekannt, dass natlrliche Killerzellen, T- Zellen und Monozyten PAR-1
expremieren [181, 182]. Sowohl Phorbolester als auch die Protease Thrombin stimulieren die
Sekretion von Interleukinen [140], wie 1I-6, welches fir die Entzindungsreaktion von
entscheidender Bedeutung ist. Unter anderem induziert 11-6 die Freisetzung von Akut-Phase
Proteinen, die Antikorperproduktion und die Aktivierung von T-Zellen. Es hat somit wéhrend
der akuten Entzlindungsreaktion proinflammatorische Eigenschaften [183].
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Daher war es ein interessanter Ansatz zu testen, in wie weit die Konzentration von
sekretiertem 11-6 verdndert wird, wenn die Einzelsubstanzen Thrombin und PMA getestet
werden oder deren Kombination. Weiterhin sollte getestet werden, ob auch andere Proteasen
in der Lage sind die 11-6 Sekretion zu beeinflussen. Dafur wurden Trypsin und Papain einzeln
und in Kombination mit PMA untersucht. Es wurden aufierdem Milchsaftproben ausgewéhlter

Euphorbien auf die Modulation der 11-6 Sekretion hin untersucht.

1VV.4.2.2. Differenzierung von U-937 Zellen

.28uniezierte U-937 Zellen Abb. 29 differenzierte U-937 Zellen nach 4Tage

Die Differenzierung von U-937 und THP-1 Zellen geht mit der Fahigkeit der Anheftung an
die Kulturflasche einher. Fur die optimale Anheftung wurden die Platten vorher mit
Fibronektin beschichtet. Fibronektin erwies sich als effektiveres Beschichtungsreagenz
gegeniiber Gelatine. Die Zellen wurden iiber 4 Tage differenziert, der Uberstand entfernt und
mit vorgewdrmtem PBS-Puffer gewaschen, undifferenzierte Zellen wurden dabei entfernt.
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1VV.4.2.3. Interleukin-6 ELISA

Die Untersuchungen zum Status der II-6 Sekretion nach Behandlung mit verschieden
Proteasen, PMA bzw. einer Kombination aus beiden und die Testung von Euphorbien-Latices
erfolgte in monozytischen U-937 und THP-1 Zellen. Dabei wurden die ZellUberstande
gesammelt und mittels ELISA die Menge an 11-6 bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten an
differenzierten und undifferenzierten Zellen. Fir die Bestimmung wurde auf jeder Platte eine
Konzentrationsreihe von 11-6 Standards mitgefuhrt und anhand deren Werte eine

Kalibriergerade erstellt, die der Kalkulation der einzelnen Messwerte diente.
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Abb. 30 Kalibriergerade 11-6 ELISA log c (11-6), log (Absorptionswerte)
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1V.4.2.4. Status der Interleukin-6 Sekretion durch Behandlung von Proteasen in
undifferenzierten U-937/THP-1 Zellen

Bei der Untersuchung an undifferenzierten U-937 konnte festgestellt werden, dass
undifferenzierte U-937 Zellen nicht in der Lage sind, II-6 in einem signifikanten Ausmaf zu
sekretieren (Abb.). Gleiche Ergebnisse zeigten auch Naldini et al. (2000) [140], als sie
undifferenzierte U-937-Zellen mit Thrombin behandelten. Desweiteren war festzustellen, dass
undifferenzierte THP-1 Zellen aber auch differenzierte THP-1 Zellen in allen Versuchen
keine detektierbaren Mengen an Interleukin-6 sekretieren und somit die Zelllinie THP-1 flr

die vorliegenden Untersuchungen als ungeeignet angesehen wurde.

11

Medium  Thrombin Trypsin Papain PMA
10ug/ml 10pg/ml 10pg/ml 10ng/ml
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o
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o

Abb. 31 II-6 Konzentration nach Behandlung in undifferenzierten U-937 Zellen (72 h)

U-937 Zellen wurden fur 1 h in serumfreien Medium erganzt mit der jeweiligen Versuchskonzentration bei 37°C
und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium erganzt (FBS 1%) und fiir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert,
die zellfreien Uberstinde gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-Test,
p=0,05)
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1V.4.2.5. Status der Interleukin-6 Sekretion durch Behandlung von Proteasen, PMA und
deren Kombination in differenzierten U-937

1V.4.2.5.1. Versuch mit Thrombin

Thrombin wurde in Konzentrationen von 1-10 pg/ml getestet und jeweils tber 24-, 48- und
72-stiindiger Inkubation. Die Behandlung der differenzierten U-937 Zellen fiihrte zu einer
dosisabhéangigen Erhdéhung den 11-6 Konzentrationen nach einer Inkubationszeit von 72 h. Die
Inkubation Uber 24 h und 48 h zeigte keine signifikante Steigerung der 11-6 Konzentrationen
gegentber der Kontrolle. Die Konzentrationsabhé&ngigkeit wurde ebenfalls von Naldini et al.
[140] festgestellt und konnte bestétigt werden.

2,5 -

E Medium

H Thrombin 1pg/ml
i Thrombin 5pg/ml
H Thrombin 10ug/ml

¢ (11-6) [pg/mi]

24 48 72
Inkubationszeit [h]

Abb. 32 1I-6 Konzentration nach Behandlung mit Thrombin in differenzierten U-937 Zellen

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit der jeweiligen
Thrombinkonzentration bei 37°C und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und
fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert, die zellfreien Zelliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter
Unterschied zur Mediumkontrolle (U-Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.2. Versuch mit Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA)

PMA wurde in Konzentrationen von 0,1 ng/ml bis 10 ng/ml getestet und die 1l-6
Konzentration jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h bestimmt. Festzustellen war, dass nach 24 h in
den getesteten Konzentrationen kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle messbar war,
nach 48-stindiger Inkubation wurde fur 1 ng/ml und 10 ng/ml PMA eine signifikante
Erhéhung der 1I-6 Konzentration gemessen. Nach 72 h zeigten alle getesteten
Konzentrationen eine signifikante Erhohung der sekretierten Menge an 11-6 gegenuber der
Mediumkontrolle. PMA in einer Konzentration von 10 ng/ml fuhrte zu einer 550% Erhéhung
der sekretierten 11-6 Konzentration im Vergleich zur Kontrolle.

E Medium
£
> EPMA 0,1ng/ml
o
2 4 PMA 1ng/ml
S
E@ PMA 10ng/ml

24

48 72
Inkubationszeit [h]

Abb. 33 II-6 Konzentration nach Behandlung mit PMA

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium erginzt mit der jeweiligen PMA-
Konzentration bei 37°C und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fiir 24 h,
48 h und 72 h inkubiert, die zellfreien ZellUberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt

sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur
Mediumkontrolle (U-Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.3. Kombination PMA 0,1 ng/ml mit Thrombin

Bei der Kombination der in 1V.4.2.3.1 verwendeten Thrombinkonzentrationen mit 0,1 ng/ml
PMA wurde fir eine Inkubationsdauer von 24 h und 48 h kein signifikanter Unterschied zur
Mediumkontrolle festgestellt. Nach 72-stiindiger Inkubation konnte eine signifikante
Erhohung der sekretierten Menge an 11-6 nachgewiesen werden. Allerdings war das Ausmalf3
der Kombinationen nicht signifikant héher als die Behandlung der Zellen mit PMA 0,1 ng/ml
bzw. Thrombin allein.

1,6 -
1,4
1,2 H Medium
£ 1
= E PMA 0,1ng/ml
o
a 0,8
= 4 Thrombin 1pg/mi+0,1ng/ml PMA
S 0,6
0,4 Thrombin 5ug/mi+ 0,1 ng/ml
PMA
0,2
i Thrombin 10pg/ml+ 0,1ng/ml
0 PMA

24 48 72
Inkubationzeit [h]

Abb. 34 11-6 Konzentration nach Behandlung mit 0,1 ng/ml PMA in Kombination mit Thrombin

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fiir 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit PMA/Thrombin bei 37°C
und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert,
die zellfreien Zelliiberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhé&ngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-
Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.4. Kombination PMA 1 ng/ml mit Thrombin

Die Testung der Kombination der verschiedenen Thrombinkonzentrationen und PMA 1 ng/ml
zeigte fur die Inkubationsdauer von 24 h keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
Nach 48 h Inkubation war gegentiber der Mediumkontrolle fur alle Kombinationen eine
signifikante Erhdhung feststellbar. Fur die Kombination aus 5 pg/ml bzw. 10 pug/ml Thrombin
mit 1,0 ng/ml PMA wurde auch ein signifikanter Unterschied zu PMA allein festgestellt. Die
Kombination aus 1,0 ng/ml PMA und 10 pg/ml Thrombin fiihrte zu einer Erh6hung der
sekretierten Menge an 11-6 um 236% gegentber der Mediumkontrolle und um 70% gegenuber
der Behandlung mit PMA bzw. um 115% mit Thrombin allein. Nach 72 h Inkubation flihrte
die Kombination von 1,0 ng/ml PMA und 10 pg/ml Thrombin zu einer Erhéhung der 11-6
Konzentrationen um 440% gegentber der Mediumkontrolle bzw. 120% gegentber 1,0 ng/ml
PMA allein. Die Ergebnisse der anderen Kombinationen waren auch signifikant erhoht,

allerdings nur gegeniber der Mediumkontrolle und nicht gegeniiber PMA.
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Abb. 35 II-6 Konzentration nach Behandlung mit 1 ng/ml PMA in Kombination mit Thrombin

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fiir 1 h in serumfreien Medium erganzt mit PMA/Thrombin bei 37°C
und 5% CO, kultiviert, nach 1h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert.
Die zellfreien Zellliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhé&ngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-
Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.5. Kombination PMA 10 ng/ml mit Thrombin

Deutliche additive Effekte waren in der Kombination von Thrombin mit 10 ng /ml PMA zu
verzeichnen. Signifikante Erhohungen waren bei allen Kombinationen festzustellen. So fiihrte
die Kombination von 1 pg/ml Thrombin mit 10 ng/ml PMA zu Steigerung der sekretierten
Menge an [I-6 um 300% nach 24 h, um 450% nach 48 h und um 550% nach 72 h
Inkubationszeit gegentber der Behandlung mit PMA allein. Somit lag die Menge an
detektiertem 1I-6 um den Faktor 2 bis 3 hoher verglichen PMA. Die Konzentration von 5
pg/ml Thrombin kombiniert mit PMA fihrte ebenfalls zu einer starken Erhohung der 11-6
Konzentration im Zelluberstand. So waren die festgestellten Mengen fir 24 h und 48 h
Inkubationszeit mehr als 3-mal und fur 72 h mehr als doppelt so hoch wie die detektierten
Mengen bei der Testung mit PMA allein. Bei der Kombination von 10 pg/ml Thrombin mit
PMA war eine Vervierfachung bzw. eine Verflinffachung der 11-6 Mengen fir 24 h respektive
48 h Inkubationsdauer feststellbar gegeniiber der alleinigen Testung mit PMA. Nach 72 h war

eine Verdopplung der 1I-6 Konzentrationen feststellbar.

H Medium
E PMA 10ng/ml

i Thrombin 1ug/ml+
10ng/ml PMA

® Thrombin 5ug/ml
+10ng/ml PMA

i Thrombin 10ug/ml
+10ng/ml PMA

c (11-6) [pg/ml]

24 48 72
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Abb.36 11-6 Konzentration nach Behandlung mit 10 ng/ml PMA in Kombination mit Thrombin

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium erganzt mit PMA/Thrombin bei 37°C
und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert.
Die zellfreien Zellliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhangigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-
Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.6. Versuch mit Papain

Papain wurde als Vertreter fur die Cysteinproteasen in den Konzentrationen 1pg/ml, 5 pg/ml
und 10 pg/ml getestet. Nach 24-stindiger Inkubation konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den getestete Konzentrationen und der Kontrolle festgestellt werden. Nach 48 h
Inkubationsdauer erhohte sich die 11-6 Konzentration gegen Uber der Mediumkontrolle fir
5bzw. 10 pg/ml Papain signifikant. Die Betrachtung der Ergebnisse fiir die 72-stiindige
Inkubation zeigte fiur alle getesteten Konzentrationen eine signifikante Erhéhung der 11-6
Konzentrationen um mehr als das Doppelte gegenuber dem basalen Level der

Mediumkontrolle.
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Abb. 37 1I-6 Konzentration nach Behandlung mit Papain

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fur 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit der jeweiligen Papain-
Konzentration bei 37°C und 5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fiir 24 h,
48 h und 72 h inkubiert. Die zellfreien Zelliberstdnde gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur
Mediumkontrolle (U-Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.7. Kombination Papain mit PMA

Papain (10 pg/ml) wurde weiterhin in Kombination mit 1 bzw. 10 ng/ml PMA getestet. Flr
die Kombination mit 1 ng/ml PMA konnte jeweils eine moderate Erhohung der 11-6
Konzentrationen gemessen werden. Eine Verdopplung gegenutiber den Einzelkomponenten
konnte nicht festgestellt werden. Hingegen flihrte die Kombination mit 10 ng/ml PMA zu
deutlich hoheren 11-6 Konzentrationen. Nach 24 h verdoppelte und 48 h verdreifachte sich die
sekretierte Menge. Gegentber der Mediumkontrolle war somit eine Steigerung um das 3-
bzw. 8-fache zu verzeichnen. Nach 72 h war die Konzentration gegentiber der
Mediumkontrolle ebenfalls um das 8-fache erhéht, im Vergleich zur alleinigen Behandlung

mit PMA jedoch nur eine Steigerung um das 1,5-fache.

= # Medium

\E Papain 10pg/ml

© PMA 1ng/ml

\_J i Papain 10pg/ml+ 1ng/ml PMA
& PMA 10ng/ml

H Papain 10pg/ml+ 10ng/ml PMA
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Abb. 38 1I-6 Konzentration nach Behandlung mit PMA in Kombination mit Papain

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit PMA/Papain bei 37°C und
5% CO, kultiviert, nach 1h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Die
zellfreien Zelliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-Test,
p=0,05).
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1V.4.2.5.8. Versuch mit Trypsin

Die Versuche mit Trypsin wurden mit den Konzentrationen 1 pg/ml bis 10 pg/ml
durchgefiihrt. Fir Untersuchungen mit Trypsin konnte zwar ein leichter Anstieg der 11-6
Konzentrationen fur 5 und 10 pg/ml Trypsin vermerkt werden. Dieser war aber nicht

signifikant gegenuber der Mediumkontrolle.
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® Trypsin lug/ml
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Abb. 39 II-6 Konzentration nach Behandlung mit Trypsin

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden flr 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit der jeweiligen Trypsin-
Konzentration bei 37°C und 5% CO, kultiviert, nach 1h wurde Minimalmedium ergénzt (FBS 1%) und fur 24 h,
48 h und 72 h inkubiert. Die zellfreien Zelliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur
Mediumkontrolle (U-Test, p=0,05).
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1V.4.2.5.9. Kombination Trypsin mit PMA

Trypsin 10 pg/ml wurde mit den PMA Konzentrationen 1ng/ml und 10 ng/ml kombiniert.
Nach 24 h zeigte die Kombination mit 10 ng/ml PMA eine Steigerung gegenuber den
Einzeltestungen von Trypsin um 49% und gegeniiber PMA um 17%. Die 72-stundige
Inkubation zeigte deutlich Anstiege der festgestellten 11-6 Mengen fiir die Testung der
Kombinationen. Das Ausmaf war aber nur gegenuber der Mediumkontrolle und der Testung
mit Trypsin allein signifikant. Die Werte lagen deutlich unter denen, die mit der Einzeltestung
der PMA-Konzentrationen erzielt wurden. Nach 48 h konnte flr beide Kombinationen ein
signifikanter Anstieg verzeichnet werden. Die ermittelten 1I-6 Konzentrationen waren nicht

signifikant verschieden gegeniber den Einzeltestungen der PMA-Konzentrationen.
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Abb.40 11-6 Konzentration nach Behandlung mit PMA in Kombination mit Trypsin

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit PMA/Trypsin, bei 37°C
und 5% CO; kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium erganzt (FBS 1%) und flr 24 h, 48 h und 72 h inkubiert.
Die zellfreien Zelllberstdnde gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-
Test, p=0,05).

1V.4.2.5.10. 11-6 Status nach Behandlung mit Pflanzenlatices

Fur die Testung der Pflanzenproben wurden die Latices der jeweiligen Pflanze gesammelt,
deren Proteingehalt bestimmt und mit PBS-Puffer auf einen Proteingehalt von 10 pg/ml
eingestellt und steril filtriert. Die Proben wurden ebenfalls auf differenzierten U-937 Zellen

getestet. Das Ausmal der Steigerung der 11-6 Sekretion war sehr unterschiedlich, die
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Ergebnisse der einzelnen Pflanzen wurden unterteilt in Proben mit moderater (Steigerung um
bis zu 400% gegenlber der Mediumkontrolle), mit héherer (Steigerung zwischen 400% bis
1400% gegenuber der Mediumkontrolle) und mit hoher (Steigerung lber 1400% gegentiber
der Mediumkontrolle) Steigerung der 11-6 Sekretion.

1V.4.2.5.11. Pflanzenproben mit moderater 11-6 Sekretionssteigerung

Die Latices von Euphorbia balsamifera, E. xanti, E. pteroneura, E. glochidata und E. milii
var. bevalensis flihrten zu einer moderaten Erhohung der 11-6 Sekretion. Die Untersuchung
ergab, dass Euphorbia balsamifera, E. xanti und E. pteroneura die 11-6 Sekretion in den ersten
48 h nicht beeinflussten, erst nach 72 h erhohten sich die 11-6 Konzentrationen signifikant.
Das Ausmal’ lag unter dem, das fir die Proteasen bzw. PMA oder deren Kombinationen
festgestellt wurde. Fir die Proben von Euphorbia glochidata war (ber die gesamte
Inkubationszeit eine signifikante Erhdéhung zu verzeichnen. Fir Euphorbia milii var.
bevalensis konnte nur nach 24 h Inkubation eine Steigerung der 11-6 Sekretion vermerkt
werden. Danach sank der Level auf Kontrollniveau ab.
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H E balsamifera

M E xanti

c (11-6){pg/mi]

H E.pteroneura
i E.glochidata

E E.milii var. bevalensis

24 48 72
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Abb. 41 11-6 Konzentration nach Behandlung mit Euphorbien-Latices mit moderater 11-6
Sekretionssteigerung

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fir 1 h in serumfreien Medium erganzt mit Latexproben bei 37°C und
5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium ergdnzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Die
zellfreien Zellliberstdnde gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-Test,
p=0,05).
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1V.4.2.5.12. Pflanzenproben mit héherer 11-6 Sekretionssteigerung

Die Latexproben mit héheren 11-6 Sekretionen zeigten Uber die gesamte Inkubationsdauer
signifikant erhohte 11-6 Konzentrationen. Interessant ist, dass fur einige Latices wie von
Euphorbia mauritanica, E. giessii, E. sudanica und E. franckiana die hdchste Konzentration
nach 24h Inkubationszeit fest zustellen war, danach sank die II-6 Konzentration sowohl nach
48 h also auch nach 72 Stunden. Die Proben von E. sudanica zeigten in den ersten 48 h einem
konstanten Level der 1I-6 Sekretion und nach 72 h verdoppelte sich das Ausmal} der 11-6

Konzentrationen.
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Abb. 42 11-6 Konzentration nach Behandlung mit Euphorbien-Latices mit erhéhter 11-6
Sekretionssteigerung

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fur 1h in serumfreien Medium erganzt mit Latexproben bei 37°C und
5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium erganzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Die
zellfreien Zelluberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U- Test,
p=0,05).
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1V.4.2.5.13. Pflanzenproben mit hoher 11-6 Sekretionssteigerung

Die Latices von Euphorbia hamata und E. grandicornis zeigten nach 24 h Inkubationszeit
hohere 11-6 Konzentrationen als nach 48 h bzw. 72 h, dhnlich wie einige Arten die unter
IV.4.2.5.12. besprochen wurden. Fir Synadenium grantii ebenfalls eine Euphorbiaceae und
Euphorbia milii var. milii waren die hochsten 1l1-6 Konzentrationen der gesamten
Versuchsreine zu ermitteln, dabei lag die Konzentration 60-mal hoher als bei der
Mediumkontrolle. Fir beide Arten war Uber den gesamten Inkubationszeitraum eine

Steigerung der 11-6 Sekretion zu beobachten.
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Abb. 43 11-6 Konzentration nach Behandlung mit Euphorbien-Latices mit hoher 11-6

Sekretionsteigerung

INF-y differenzierte U-937 Zellen wurden fiir 1 h in serumfreien Medium ergénzt mit Latexproben bei 37°C und
5% CO, kultiviert, nach 1 h wurde Minimalmedium erganzt (FBS 1%) und fur 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Die
zellfreien Zelliberstande gepoolt und die 11-6 Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je 3 Parallelen + SD. * Signifikanter Unterschied zur Mediumkontrolle (U-Test,
p=0,05).
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V. Schlussfolgerungen

V.1. Protease Screening

Proteasen sind ubiquitér, ihr Vorkommen wurde in allen Pflanzenteilen beschrieben, so zum
Beispiel in den Samen von Hordeum vulgare L. cv. MOREX, Gylcine max (L.) MERR. und
Oryza sativa L.; in den Blattern von Nicotiana tabacum L., Phaseolus vulgaris L. und
Lycopersicon esculentum L.; in den Speicherwurzeln von Ipomoea batatas (L.) Lam.; in
Frichten von Curcubita ficifolia L. und Tricosanthes bracteata (Lam.) Voigt. sowie in den
Blattern, Bllten und Wurzeln von Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. [5]. Die Funktionen der
Proteasen sind dabei mannigfaltig und zum Teil noch nicht verstanden. Sie beeinflussen unter
anderem die Microsporogenese in den Antheren [184, 185], den Infektionsprozess von
Pflanzenzellen wéhrend der Symbiose [186, 187]. Sie sind an der hypersensiblen Antwort
nach Infektion mit Pathogen beteiligt, welche ein friiher komplexer Prozess ist und zur
Nekrose bzw. zum programmierten Zelltod am Ort der Infektion fiihrt, um die Ausbreitung
der Pathogen zu verhindern [188, 189]. Weiterhin beeinflussen sie die Differenzierung, den
Alterungsprozesse [190], die Proteindegradierung und Mobilisierung von Speicherproteinen
[191]. Papain aus dem Latex von Carica papaya und die Proteasen aus Ficus variegata
wurden als direkte Defence-proteasen beschrieben und schiitzten somit die Pflanze. Der
genaue Mechanismus fur die Toxizitat der Abwehrproteasen ist nicht bekannt [43]. Konno
(2011) schrieb dariiber:* Insects attempting to eat plant leafes were instead digested by the
plant!“ Es zeigte sich, dass Abwehrproteine eine Unverdaubarkeit bzw. eine Hyperstabilitét
gegeniiber den Verdauungsenzymen von Frassfeinden haben und somit den Organismus
schéadigen konnen, von dem sie aufgenommen wurden [9]. Fur die Mehrzahl der bisher in
Latices gefundenen Proteasen ist allerdings noch keine Funktion beschrieben und bleibt somit
ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Nachweis von Proteaseaktivitdt in Milchséfte durch
gefuhrt werden. Um auszuschlieBen, dass nicht auch Zell- oder Phloemsafte mitgefihrt
wurden, wurde exemplarisch fiir Scorzonera hispanica, Scorzonera cana und Scorzonera
villosa neben den Latexproben auch Frischpflanzenextrakt getestet. Es zeigte sich, dass nur
die Frischpflanzenextrakte Proteaseaktivitat zeigten und die Latexproben ohne Aktivitat
waren. Dieser Versuch zeigt, dass in jeder Pflanze eventuell abhéngig vom Entwicklungs-
zustand und untersuchtem Kompartiment, Proteaseaktivitat zu finden wére und es gelang, nur

den Milchsaft zu untersuchen.
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Die dargestellten Ergebnisse stellen zum Teil eine Momentaufnahme der Proteaseaktivitat im
Latex der jeweiligen Pflanze zum Zeitpunkt der Testung dar. Dem zufolge musste die Testung
fir nicht aktiv getestete Pflanzen zu anderen Zeitpunkten wiederholt werden, so dass eine
objektive Betrachtung zum Beispiel Uber eine Vegetationsperiode bzw. in Abhéngigkeit des
Entwicklungsstadiums abschlieBende Ergebnisse bringen wirde. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden nur ausgewéhlte Pflanzen zu mehreren Zeitpunkten getestet. Dabei handelte es sich
vor allem um Arten der Gattung Euphorbia. Diese zeigten Uber den gesamten
Testungszeitraum proteolytische Aktivitdt. In der Familie der Campanulaceae zeigte sich bei
Lobelia polyphylla und L. salicina, dass wéhrend der Blitezeit keine Aktivitat zu ermitteln
war. Ein ahnliches Phdnomen zeigten auch die Asteraceae Sonchus congestus und S.
hierrensis var. benehoavensis und Warionia saharae. Bei diesen Arten scheint die
festgestellte proteolytische Aktivitat nur aulRerhalb der Blutezeit zu liegen. Eine mdgliche
Erklarung ware, dass Proteasen im Latex von Euphorbien konstitutiv sezerniert werden und
als Defenceproteasen in Kombination mit den Diterpenderivaten als Abwehrmechanismus
gegen Pathogen und Fressfeinde dienen. Im Gegensatz dazu ist die Aktivitdt in den
beschriebenen Asterales abhéngig vom Entwicklungsstadium der Pflanze und wird offenbar
uber die Milchréhren zum Ort des Geschehens transportiert. Betrachtet man auch die Starke
der proteolytischen Aktivitat, fallt auf, dass die Euphorbienmilchsafte nummerisch betrachtet,
sehr viel hohere Fluoreszenzwerte wéhrend der Messung ergaben als die der Asterales. Zum
Teil lagen die Werte um den Faktor 10-30 hoher.

Betrachtet man die Proteaseaktivitat der Familien insgesamt, zeigten nur die Vertreter der
Papaveraceae bei keiner der betrachteten Arten proteolytische Aktivitat. Fir eine allgemeine
Aussage Uber die Proteaseaktivitat in Papaveraceae war allerdings die Anzahl der
untersuchten Arten und Gattungen zu gering. Dem gegeniber stand die Familie der
Campanulaceae. Dort waren alle Arten bis auf Lobelia excelsa in der Lage, das Substrat
umzusetzen. Auf der Ebene der Gattungen konnte fur alle getesteten Arten der folgenden
Gattungen proteolytische Aktivitat festgestellt werden: Dieffenbachia, Asclepias, Hoya,
Carica, Maclura, Crepis, Hieracium, Leontodon, Pilosella, Tragopogon, Campanula,
Musschia und Euphorbia.

Bei der mit (ber 120 Arten getesteten Gattung Euphorbia lasst sich vermuten, dass
proteolytische Aktivitdt im Latex von Euphorbien als chemotaxonomisches Merkmal
aufgefasst werden konnte. Durch die Grofie dieser Gattung wurden allerdings ca. 6% der

Arten getestet.
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V.2. Residualwertbestimmung nach Behandlung mit spezifischen Inhibitoren

Fur die Untersuchungen der Gattung Euphorbia wurden die Latices mit spezifischen
Inhibitoren behandelt und die verbleibende Aktivitat ermittelt. Benutzt wurden AEBSF als
Serin-, E-64 als Cystein-, Pepstatin A als Aspartat- und EDTA als Metalloproteaseinhibitor.
Zu Beginn der Arbeit wurden alle bis dato isolierten Proteasen aus Euphorbien als Serin-
proteasen beschrieben [19]. Die Annahme, dass die gefundenen Aktivitdten wéhrend des
Screening auf alleinige Serinproteaseaktivitdt zuriick zu fihren ist, konnte in den
Untersuchungen nicht bestatigt werden. Auffallig war jedoch, dass alle untersuchten
Euphorbienlatices durch den spezifischen Serinprotease Inhibitor AEBSF signifikant
gehemmt worden. Das Ausmal der Hemmung war individuell und reichte von zum Beispiel
1% Restaktivitat bei Euphorbia leucodendron bis hin zu 80% bei E. antisyphilitica. Man
kann somit davon ausgehen, dass ein Teil der Proteaseaktivitat durch Serinproteasen bedingt
ist. Nur bei wenigen Arten war AEBSF der einzige Inhibitor, der die Aktivitat hemmend
beeinflusste. Bei vielen Arten wurde die Proteaseaktivitdt durch mehr als einen Inhibitor
beeinflusst. Es gab auch Arten, die durch alle 4 Inhibitoren signifikant beeinflusst wurden.
Dabei fuhrte der Einsatz der Inhibitoren nicht nur zu einer Inhibition der Proteaseaktivitat,
sondern vor allem bei EDTA zu einer, zum Teil deutlichen Erh6hung um mehr als 200%
gegeniiber der Probe ohne Zusatz. Es wird vermutet, dass zweiwertige lonen durch EDTA
komplexiert werden, die sonst eine hemmende Wirkung auf die Aktivitat haben. Auch Arten
bei denen bisher nur Serinproteasen isoliert wurden, wie aus Euphorbia tirucalli oder
Euphorbia milii wurden durch andere als Serinprotease-Inhibitoren in ihrer Aktivitat
beeinflusst. So fuhrte die Behandlung der Latexproben von Euphorbia milii mit AEBSF zu
einer Restaktivitdt von 2% und der Zusatz von Pepstatin A zu einer Reduktion der Aktivitat
um 50%. Die Hemmung der Aktivitit durch AEBSF scheint auch Einfluss auf die
vermeintlich saure Protease zu haben, da der Einsatz zu einer kompletten Hemmung fiihrt
bzw. der Zusatz von Pepstatin A die Aktivitat der Serinprotease unspezifisch beeinflusst.

Eine allgemeine Aussage ist aufgrund der Komplexitat der Zusammensetzung der Milchsafte
und die Vielzahl von Wechselwirkungen flr die Gattung nicht méglich. Fir eine genaue
Zuordnung der Aktivitaten musste der Latex jeder Art gereinigt, die jeweiligen Proteasen

isoliert und deren inhibitorisches Profil bestimmt werden.
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V. 3. Reinigung und Charakterisierung einer Proteasefraktion aus Euphorbia
mauritanica

Die aus Sudafrika stammende Euphorbia mauritanica wurde fir die Reinigung und
Charakterisierung gewahlt, da die Proben in Voruntersuchungen durch sehr hohe Aktivitaten
auffielen. AuRerdem wurde die Aktivitdt nur durch den fur Serinproteasen spezifischen
Inhibitor AEBSF gehemmt, so dass man davon ausgehen konnte, dass es sich dabei um
Serinprotease Aktivitat handelt. Die gewinnbare Menge und die standige Verfligbarkeit durch
den Standort im Gewé&chshaus, waren dariiber hinaus weitere Vorteile dieser Art.

Die Reinigung startete mit der Beseitigung des Kautschukanteils und samtlicher
Schwebstoffe, so dass mit einer klaren Probe weiter gearbeitet werden konnte. Dabei erwies
sich das Einfrieren des Rohlatex bei -20°C als effektiv. So konnte der Kautschukanteil nach
darauffolgendem Auftauen und Zentrifugieren, als eine Masse entfernt werden. Die
anschlieBende lonenaustauschchromatographie wurde an einer DEAE-AcroSep™ Ceramic
HyperD F Sdule durchgefiihrt. Der schwache Anionenausstauscher DEAE zeigte die beste
Proteinbindung bei den gewahlten Bedingungen. Der schwache Kationenaustauscher CM
zeigte hingegen keine Proteinbindung. Das Saulenmaterial war flr die Aufreinigung optimal.
Durch die feste Matrix konnte eine konstante Elutionsgeschwindigkeit erreicht werden, auch
wenn manuell mit einer Spritze eluiert wurde. Die Elution erfolgte mit steigendem NaCl-
Gradienten. Daflr wurde die Sdule so lange mit Puffer gespult, bis keine Proteine mehr zu
detektieren waren. Die Elution fuhrte im Ergebnis zu 3 Peaks mit jeweiligen Maxima in der
Aktivitat und im Proteingehalt (siehe Abb. 13). Peak 2 wurde dann aufgrund seiner hohen
Aktivitdt und seines Proteingehaltes weiter aufgereinigt. Dass der Latex von Euphorbia
mauritanica wahrscheinlich mehr als eine Protease enthlt, lies auch, dass aus dem Urlatex
angefertigte Zymogramm vermuten. Dort waren mehrere Bereiche mit caseinolytischer
Aktivitat zu erkennen. Das Auftreten mehrerer Serinproteasen im Latex von Euphorbien ist
bekannt und konnte auch schon fiir die Latices von zum Beispiel Euphorbia cyparissias, E.
tirucalli, E. lactea und Synadenium grantii gezeigt werden (Tab. 2). Die anschlielende
Grolenausschlusschromatographie zeigte drei Peaks, wobei die SDS- Page zeigte, dass der
erste Peak mehrere Banden aufwies. Peak 2 zeigte nur eine Bande im Elektropherogramm.
Peak 3 war ohne Aktivitat. Die so erhaltene Proteasefraktion 2 wurde dann charakterisiert.
Das Reinigungsprozedere entsprach dem anderer Serinproteasen, die aus Euphorbien isoliert
wurden [16, 28]. Verwendete S&ulenmaterialien und die Optimierung von Laufbedingungen

erfolgten empirisch.
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Die bei der GroRenausschlusschromatographie erhaltene Fraktion (Peak 2) wurde auf ihre
Eigenschaften und ihre Stabilitdt hin untersucht. Die individuellen Parameter sind
vergleichbar mit denen anderer Serinproteasen, die in Euphorbienlatices gefunden wurden
(siehe Tab. 2). Die Stabilitat hinsichtlich des Umgebungs-pH-Wertes ist bemerkenswert, so
konnte die unbekannte Protease das Substrat in einem Bereich von pH 4,5 bis 12 umsetzten.
Das Verhalten gegeniiber sauren und die Stabilitat gegenuber basischen Einflissen ist ein
gemeinsames Merkmal der bisher gereinigten Euphorbienproteasen, z. B. Milin aus
Euphorbia milii weist ebenfalls einen Aktivitatsbereich von pH 5,5 bis 12,0 auf. Mit einem
pH-Optimum um pH 7 (pH 6,5-7,5) zeigt die unbekannte Protease ebenfalls eine gemeinsame
Eigenschaft mit den Proteasen anderer Euphorbien (Euphorbia pseudochamaesyce, E.
lathyris, E. pulcherrima, E. lactea). Das festgestellte Temperatur-Optimum von 55-65°C und
die Stabilitat gegenuber thermischer Belastung bis zu einer Temperatur von 80°C zeigen
wiederum Gemeinsamkeiten mit den isolierten Proteasen. Weiterhin zeigte sich die
unbekannte Protease stabil gegenliber der kurzzeitigen Behandlung mit organischen
Solventien. In Bezug auf die Untersuchungen zur Substratspezifitat zeigte die unbekannte
Protease eine gewisse Préferenz, hinter den Aminosduren Leucin, Lysin und Alanin zu
schneiden, aber auch hinter unpolaren Aminoséuren wie Methionin, Valin, Phenylalanin,
Isoleucin, Prolin und Glycin. Es zeigt sich somit eine Unspezifitat, die abh&ngig vom Substrat
ist. Beim Vergleich mit Trypsin und dem Verdau von Myoglobin erkennt man mit dem
Schnitt hinter Lysin das Spaltmuster von Trypsin. Die Argin Schnittstelle des Trypsins ist
allerdings nicht vorhanden. Das bestdtigte auch die Testung von synthetischen
Peptidsubstraten.

Die gereinigte Protease zeigt eine hohe Stabilitat gegentliber thermischen Belastungen, einen
breiten Aktivitatsbereich hinsichtlich des Umgebungs-pH-Wertes und eine Stabilitat
gegeniber organischen Solventien, sowie eine gewisse Praferenz flr Spaltungsstellen. Diese
Eigenschaften kdnnte man nutzen, wo Substrate umgesetzt werden missen, die reich an den
Aminosauren sind, die den Spaltpraferenzen entsprechen. So ware vorstellbar, da beim Abbau
von B-Casein durch Chymosin wéhrend der Kdaseherstellung bevorzugt hinter Leucin (Leu
192-Tyr 193, Leu 165-Ser 166, Leu 163-Ser 164, Leu 139-Leu 140, Leu 127-Thr 128), Alanin
(Ala 189-Phe 190) und Glutamin (GIn 167-Ser 168) gespalten wird [192], dass die gereinigte
Protease ebenfalls hinter 6 der 7 Spaltstellen schneiden wirde. Man hatte somit eine
pflanzliche Alternative zum gentechnisch hergestellten Chymosin bzw. zum nattrlichen Lab.
Ob das Casein aber so abgebaut wird, das auch Kdse daraus entstehen konnte, ist fraglich, da

die unbekannte Protease wahrscheinlich zu unspezifisch ist. Ein anderes mdgliches Substrat,
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das zum Beispiel lysinreich ist, ware Fibrin bzw. Fibrinogen. Serineproteasen spielen in der
Hé&mostase eine entscheidende Rolle und haben sowohl koagulatorische als auch
antikoagulatorische Eigenschaften. Dahin gehend wurden auch schon proteasehaltige
Fraktionen aus den Milchsdften von Calotropis gigantea R. BR. (Asclepiadaceae),
Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae), Wirghtia tinctoria R. BR. (Apocynaceae) und
Asclepias curassavica L. (Asclepiadaceae) untersucht und zeigten dabei koagulierende
Eigenschaften in humanem Blut, fibrinogenolytische Aktivitat, Thrombin &hnliche Aktivitat
und fibrinolytische Aktivitat [92, 193, 194]. Der Einfluss in der Hdmostase konnte auch den
traditionellen Einsatz von diversen Pflanzenlatices bei blutenden Wunden aber auch den
Einsatz zur Wundheilung erklaren.

Der Einsatz als Waschmittelzusatz zum unspezifischen Proteinabbau ist aufgrund der
Stabilitat und der Eigenschaften mdglich.

V.4. Modulation der Interleukin-6 Sekretion in monozytaren Zellen durch Proteasen,
PMA und deren Kombination

Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten sind primér 11-6 produzierende
Zellen. Das multifunktionale Zytokin ist pleiotropisch und spielt eine wichtige Rolle in
diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. 1I-6 reguliert die Expression
von immunologischen und inflammatorischen Genen. Es beeinflusst die Hamatopoese, die
Antikdrperproduktion in B-Zellen, die T-Zell Aktivierung, die Differenzierung von
Plasmazellen, das Hepatozytenwachstum und triggert die Sekretion von Akut-Phase-Proteinen
[195]. Differenzierte monozytdre U-937 Zellen sekretieren 11-6 nach Stimulation mit
Thrombin [181], einer Serinprotease, die ebenfalls eine wichtige Rolle im Entziindungs-
geschehen und in der Blutgerinnungskaskade spielt. Entziindung und Koagulation gehen
dabei Hand in Hand und werden von diversen Faktoren beeinflusst, wie z. B. Thrombin. Die
Signaltransduktion erfolgt dabei unter anderem durch Proteinase-aktivierte Rezeptoren
(PAR). Von den 4 PAR-Rezeptoren ist PAR-1 in differenzierten U-937 Zellen nachgewiesen
worden [181]. Die Ergebnisse von Naldini et al. (1998) konnten bestatigt werden, so wurden
signifikante Interleukin-6 Konzentrationen in differenzierten aber nicht in undifferenzierten
U-937 Zellen nach Stimulation mit Thrombin gemessen. Die Differenzierung der Zellen geht
mit einer gesteigerten PAR-1 Expression einher. Thrombin zeigte eine konzentrations-
abhangige Steigerung der sekretierten 11-6 Mengen nach einer Inkubation von 72 h. Die in

Euphorbien enthaltenen Diterpenderivate fiihren ebenfalls zu einer Ausschuttung von
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Zytokinen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PMA ebenfalls
konzentrationsabhéangig die 11-6 Sekretion beeinflusst. Auch hier waren die Effekte nach 72 h
Inkubationszeit am stérksten. Die Steigerung der 11-6 Konzentrationen war bei PMA(10
ng/ml) mit 550% deutlich héher als nach Stimulation mit Thrombin (10 pg/ml) mit 250%,
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle. Die Kombination beider Stimuli fihrte in den
Konzentrationen von PMA (10 ng/ml)/ Thrombin (1, 5, 10 pg/ml) zu enormer Steigerung der
[1-6 Konzentrationen gegenuber der Stimulation mit den Einzelkomponenten. So konnte nach
24 h eine Verdrei- bis Vervierfachung der 11-6 Mengen verzeichnet werden, in Vergleich zu
nach alleiniger PMA Stimulation. Auch die weitere Inkubation zeigte dhnliche Steigerungen.
Somit konnte gezeigt werden, dass es bei Kombination beider Stimuli zu einer synergistischen
Steigerung der sekretierten 11-6 Mengen kommt. Die beobachteten Effekte sind mehr als
additiv. Das lasst schlussfolgern, dass neben dem Angriff von Thrombin am PAR-1 Rezeptor
und PMA an der Proteinkinase C noch andere Mechanismen an der 1lI-6 Sekretion beteiligt
sein muissen. Bei den Versuchen mit Trypsin einzeln oder auch in Kombination mit PMA
konnten diese ausgepragten Effekte nicht gezeigt werden. Trypsin als Serinprotease hat zwar
ebenfalls eine aktivierende Wirkung an Proteinase-aktivierten Rezeptoren, allerdings mit der
hdchsten Affinitat zu den PAR-2 Rezeptoren. Trypsin aktiviert mit geringerer Affinitat auch
PAR-1 und PAR-3 [196]. Die Affinitat scheint aber so schwach zu sein, dass es nur zu einer
geringen Steigerung der 11-6 Konzentrationen und nur in Kombination mit PMA kam. Die
Cysteinprotease aus Carica papaya wurde ebenfalls im Zellsystem allein und in Kombination
mit PMA getestet. Interessanterweise konnte Papain in den getesteten Konzentrationen eine
signifikante Steigerung der 11-6 Konzentrationen bewirken. Das AusmaR verstérkte sich dann
auch in der Kombination mit PMA deutlich, so dass auch signifikante Anderungen gegeniiber
der Einzeltestung gezeigt werden konnten. Die 11-6 Konzentrationen lagen aber unter der von
Thrombin in Kombination mit PMA. Das die Stimulation mit Papain ebenfalls zu einer
deutlichen Sekretionssteigerung fuhrte, hingegen die Stimulation mit Trypsin kaum, kdnnte
vermuten lassen, dass die Aktivierung des PAR-1 Rezeptors keine entscheidende Rolle spielt
oder die Affinitaten der einzelnen Proteasen zum Rezeptor sehr unterschiedlich sind. Wenn
PAR-1 eine Rolle spielt, sind auch Cysteinproteasen wie Papain in der Lage, diesen zu
aktivieren. Zur Kl&rung des Mechanismus der Steigerung der 11-6 Sekretion gerade in Bezug

auf die Kombination sind weitere Untersuchungen notwendig.
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V.4.1. 11-6 Konzentration nach Latexbehandlung ausgewdahlter Euphorbien

Nach Kontakt mit dem Milchsaft vieler Euphorbien, kommt es mitunter zu starken
Entzindungsreaktionen mit Rétungen, Blasenbildung und Juckreiz einhergehen. 11-6 ist ein
bei Entziindungprozessen ausgeschittetes Zytokin, das viele proinflammatorische Reaktionen
hervorruft. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, sind sowohl Diterpenderivate als auch Proteasen
in der Lage, die Sekretion von II-6 zu steigern. In vielen Euphorbienmilchséften ist diese
Kombination nattrlicher Weise vorhanden. Die Testung von Pflanzenmilchsaften in
differenzierten U-937 Zellen fuhrte zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der
[I-6 Konzentrationen. Bei den Euphorbien die zu einer moderater Interleukin-6 Sekretion
fihrten, zeigte E. balsamifera erst nach 72 h eine signifikante Steigerung gegentber der
Kontrolle. E. balsamifera gehorte im Proteasescreening zu den schwach aktiven Pflanzen.
Diterpenester sind im Latex dieser Art auch nicht gefunden worden [145]. Die schwache
Proteaseaktivitat und die fehlenden Diterpene sind vermutlich fur die geringe Steigerung der
Sekretion verantwortlich. E. glochidata zeigte hohe Aktivitat im Proteasescreening und zeigte
Uber die gesamte Inkubationszeit eine signifikante Steigerung der 11-6 Sekretion. Diese Art
wurde bisher noch nicht auf Diterpenderivate hin untersucht. Ob die hohe proteolytische
Aktivitat flr die Steigerung verantwortlich ist, bleibt noch ungeklart. Eine Vorhersage aus der
Zusammensetzung der Milchséfte, dass hohe Aktivitat gepaart mit Diterpenderivaten zu
hohen 11-6 Konzentrationen flhren, niedrige proteolytische Aktivitat mit Diterpenen zu
geringeren und ohne Diterpene zu noch geringeren, konnte nicht getroffen werden. Die
Sekretion war individuell verschieden. So zeigte E. hamata in der keine Diterpenderivate aber
eine hohe Aktivitat gefunden wurden, eine relativ hohe 11-6 Konzentration. Im Milchsaft von
Euphorbia milii var. milii wurden Diterpenester nachgewiesen, die Aktivitat dagegen war
moderat, die induzierte Freisetzung von 1I-6 aber eine der Hochsten, die getestet wurde. Eine
allgemeine Aussage ist aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Milchsafte nur
bedingt maoglich. Weitere Untersuchungen dazu sind notwendig. Ein Mechanismus der
Entzlindungsauslosung durch Euphorbienmilchsédfte kann aber in den 1l1-6 Induktionen

gesehen werden.
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V1. Zusammenfassung

Proteasen spielen sowohl in physiologischen, pathophysiologischen aber auch in industriellen
Prozessen eine entscheidende Rolle, so dass die Suche nach neuen Proteasen mit
unterschiedlichen Spezifitdten von Bedeutung ist. 311 Pflanzen aus 91 Gattungen aus 11
verschiedenen Familien wurden auf das Vorhandensein proteolytischer Aktivitat im Latex
untersucht. 75% der untersuchten Pflanzen wurden positiv getestet. Hinsichtlich der Stéarke
der Aktivitat zeichneten sich vor allem die Familien der Euphorbiaceae, Caricaceae und
Moraceae durch aus. Die Familie der Asteraceae hingegen fiel durch relativ geringe
proteolytische Starke auf. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass in der Gattung
Euphorbia die proteolytische Aktivitat konstitutiv ist und Gber das gesamte Jahr nachzuweisen
war. Im Gegensatz dazu zeigten einige Asteraceae und Campanulaceae, dass die gemessene
Aktivitdt vom Entwicklungszustand der Pflanze abhangig ist. Die Untersuchungen deuten auf
unterschiedliche Funktionen der Latexproteasen hin. In Euphorbien stellen sie Abwehr-
proteine dar und sind in Verbindung mit Diterpenderivaten am ,,Defence-System* der Pflanze
beteiligt. In den beschriebenen Asteraceae und Campanulaceae spielen sie anscheinend in
Entwicklungsprozessen eine Rolle.

Das anschlieBende Screening der Gattung Euphorbia zur Ermittlung des Proteasetyps zeigte,
dass Serinproteaseaktivitat in allen getesteten Arten feststellbar ist. Dabei reichte die
Restaktivitat nach Behandlung mit AEBSF von 1-80%. Auch andere Inhibitoren hatten einen
Einfluss auch die proteolytische Aktivitat. Die Annahme, dass die proteolytische Aktivitét in
der Gattung Euphorbia ausschlieflich auf Serinproteasen beruht, bestatigte sich nicht.
Vielmehr hatten in einigen Arten alle getesteten Inhibitoren einen Einfluss auf die Aktivitat.
Auch Latices, aus denen bisher Serinproteasen isoliert wurden, scheinen Proteasen anderer
Typen zu enthalten.

Aus dem Latex von Euphorbia mauritanica L. konnte nach Kautschukabtrennung und
anschlieBender DEAE-Ionenaustauschchromatographie und GroRenausschlusschromato-
graphie eine Proteasefraktion isoliert werden. Die bisher unbekannte Protease Mauritanicain
hat eine molekulare Masse von ca. 95 kDa, ein Temperaturoptimum von 55-65°C und ein pH-
Optimum von pH 6,5-7,5. Sie zeigt Aktivitat tber einen pH-Bereich von pH 4,5-12 und ist bis
80°C stabil. Die Protease hat eine gewisse Préferenz, hinter den Aminosduren Leucin, Lysin
und Alanin zu schneiden, aber auch hinter unpolaren Aminosdauren wie Methionin, Valin,
Phenylalanin, Isoleucin, Prolin und Glycin. Die Testung mit spezifischen Inhibitoren zeigte,

dass es sich um Serinproteaseaktivitat handelt.
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Der Kontakt mit Euphorbienlatices fiihrt zum Teil zu starken Entzlindungsreaktionen. Fur
diese Reaktion werden vor allem Diterpenester verantwortlich gemacht. Es konnte aber auch
gezeigt werden, dass Proteasen zu einer vermehrten Sekretion von 11-6 fiihren. So konnten die
Serinprotease Thrombin, die Cysteinprotease Papain und der Diterpenester PMA die
Sekretion von 1I-6 konzentrationsabhdngig und zeitabhdngig beeinflussen. Bei der
Kombination von PMA mit der jeweiligen Protease konnte eine starke Erhéhung der 11-6
Konzentrationen beobachtetet werden. Ein natirliches Vorkommen von Proteasen und
Diterpenestern bieten die Milchséfte der Gattung Euphorbia. Die Testung von Pflanzenlatices
im Zellsystem fiihrte zur 11-6 Sekretion, die von Pflanze zu Pflanze unterschiedlich stimuliert
wurde. Eine synergistische Sekretion durch Diterpenester und Proteasen scheint durch den

Latex einiger Arten ausgeldst zu werden.
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VII. Summary

Proteolytic enzymes have important functions in physiological and pathophysiological
processes, and are frequently used in industrial processes. The search for new proteases with
different specificities is always on. In the present work 311 plants from 91 genera from 11
plant families were examined for the presence of proteolytic activity in the latex. 75% of the
studied plants were tested positive for the presence of proteolytic activity. Regarding the
strength of the activity the families of Euphorbiaceae, Moraceae, and Caricaceae showed the
highest fluorescence values. The families of Asteraceae in contrast, had relatively low
proteolytic activity. Furthermore, it was found that in the genus Euphorbia, the proteolytic
activity is constitutive, and could be found throughout the year. In contrast, some Asteraceae
and Campanulaceae showed that the observed activity is dependent on the developmental
state of the plant. The investigations showed the different functions of latex proteases. In
Euphorbia, they represent defence proteins and are associated with Diterpene derivatives in
the defence system of the plant. In Asteraceae and Campanulaceae they appear to play a role
in development processes. The subsequent screening of the genus Euphorbia for determining
the type of protease showed that serine protease activity was detected in all tested species.
The residual activity after treatment with AEBSF ranged from 1-80%. Other inhibitors had
also an influence on the proteolytic activity. The assumption that the proteolytic activity in the
genus Euphorbia is based exclusively on serine proteases was not confirmed. In some species
all tested inhibitors had an effect on the activity. Latices serine proteases have been isolated
from also indicate the presence of other protease types.

From the latex of Euphorbia mauritanica L. a protease fraction was isolated after the removal
of gum and subsequent DEAE- ion exchange and size exclusion chromatography. The
unknown protease Mauritanicain has a molecular mass of approximately 95 kDa, an optimum
temperature of 55-65°C and a pH optimum of pH 6.5-7.5. It shows activity over a pH range
from pH 4.5 to 12 and is stable up to 80°C. The protease has a preference to cut behind the
amino acids leucine, lysine and alanine, but also behind non polar amino acids like
methionine, valine, phenylalanine, isoleucine, proline and glycine. The testing with specific
inhibitors showed serine protease activity.

The contact with latices of genus Euphorbia sometimes leads to severe inflammatory
reactions. For this reaction primarily diterpene esters are responsible. It could also be shown
that proteases lead to an increased secretion of the proinflammatory cytokine I1-6 in acute

inflammation in differentiated U-937 cells. The serine protease thrombin, the cysteine
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protease papain and the diterpene ester PMA affect the secretion of 11-6 in a concentration and
time dependent manner. With the combination of PMA with the respective protease a strong
increase in 1I-6 concentrations was observed. Proteases and diterpene esters naturally occure
in the latices of the genus Euphorbia. The testing of Euphorbia-latices resulted in individual
levels of 1l-6 secretion in the cell system. A synergistic secretion by diterpene esters and

proteases is propable to be induced by the latex of some species.
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