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1 Einleitung 

Diese Arbeit behandelt die Isolierung und Charakterisierung allergener Proteine aus der 
Amerikanischen Schabe Periplaneta americana. Hierfür wird einleitend auf die Epidemio-
logie von Allergien eingegangen und anschließend die bei der Allergie gegen Schaben 
relevante allergische Reaktion vom Typ I behandelt. Abschließend werden die bislang 
identifizierten Schabenallergene kurz vorgestellt, wobei der Schwerpunkt auf dem 
Forschungsstand des für diese Arbeit besonders relevanten Per a 3-Allergens liegt.  

1.1 Epidemiologie von Allergien 
Der Begriff Allergie wurde 1906 erstmals von Clemens von Pirquet als „eine veränderte 
Fähigkeit des Körpers, auf eine Fremdsubstanz zu reagieren“ definiert [1, 2]. Inzwischen 
wurde dieser Begriff spezifiziert und Allergie wird nun definiert als „eine krankmachende, 
spezifisch immunologisch vermittelte und gegen Fremdsubstanzen gerichtete Überempfind-
lichkeitsreaktion des Organismus“ [3]. 

Obwohl Allergien in den letzten Jahren verstärkt in den Fokus der Öffentlichkeit geraten 
sind, ist das Auftreten von allergischen Krankheiten nichts Neues. Bereits in der antiken 
medizinischen Literatur wurden sie in China, Ägypten und Griechenland in ihrer 
Symptomatik beschrieben [4]. Dennoch besteht kein Zweifel daran, dass Allergien in den 
letzten Jahrzehnten dramatisch an Häufigkeit zugenommen haben und auch weiter zunehmen 
werden [4]. Insgesamt stellen sie weltweit eines der großen gesundheitlichen Probleme 
moderner Gesellschaften dar [4].  

Bereits jetzt belegen zahlreiche epidemiologische Studien, dass 20% bis 50% der 
Bevölkerung Reaktionen auf Umweltantigene zeigen [1, 4, 5]. Alleine in den 80iger Jahren 
ist die Zahl der am allergischen Asthma bronchiale Erkrankten um das Doppelte gestiegen; 
insgesamt sind mehr als 85% aller Asthmaerkrankungen auf eine allergische Ursache 
zurückzuführen [6-8]. In Deutschland wird die Epidemiologie der Allergien ausführlich im 
„Spezialbericht Allergien“ des Statistischen Bundesamtes dargestellt [9]. Aus diesem im Jahr 
2000 verfassten Bericht geht hervor, dass 10-20% der erwachsenen Bundesbürger angeben, 
unter einer Allergie zu leiden: bei 2-4% der Erwachsenen wurde von einem Arzt jemals die 
Diagnose Asthma bronchiale und bei 13-24% jemals die Diagnose Heuschnupfen gestellt. 
Gegen Inhalationsallergene sind 16-36% sensibilisiert, 24.5% sind sensibilisiert gegenüber 
Bienen oder Wespen und 1-8% gegenüber Milch oder Ei 9].  

Diese große Verbreitung von Allergien belastet in hohem Maße das Gesundheitssystem und 
stellt u.a. durch Ausfallszeiten am Arbeitsplatz auch einen hohen ökonomischen Verlust dar. 
1996 sind in Deutschland 624.6 Mio DM direkte Kosten für die stationäre Behandlung von 
allergischen Krankheiten und 2703.2 Mio DM als indirekte Kosten z.B. in Form von Produk-
tivitätsverlusten angefallen, wobei zusätzlich von einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist 
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[9]. Doch neben der finanziellen Belastung für den Staat stellen diese allergischen 
Erkrankungen einen hohen Leidensdruck für die Patienten und deren Familien dar. Trotz 
intensiver Forschung auf diesem Gebiet sterben noch immer 10% der mit einem 
anaphylaktischen Schock eingelieferten Patienten [10].  

1.2 Allergien 
Allergische Erkrankungen treten meist an den Grenzflächen wie Haut und Schleimhäuten 
auf, an denen der Organismus sich mit der Umwelt auseinander setzt [4]. Symptome äußern 
sich als z.B. allergische Rhinokonjunktivitis (saisonaler oder ganzjähriger Schnupfen, 
Heuschnupfen), allergisches Asthma bronchiale, Kontaktekzem, atopisches Ekzem (Neuro-
dermitis), Urtikaria (Nesselsucht) und Nahrungsmittel- und Arzneimittelallergie. Das 
schlimmste Ausmaß einer allergischen Reaktion ist der anaphylaktische Schock.  

Doch nicht jeder dieser Allergien liegt auch der gleiche Pathomechanismus zu Grunde. 
Coombs und Gell unterteilten allergische Reaktionen in vier pathologisch unterschiedliche 
Typen, die hier kurz tabellarisch aufgeführt werden (Tabelle 1-1) [1, 9, 11, 12]. In der Praxis 
treten diese Allergietypen allerdings nicht vollständig voneinander isoliert auf [13-15]. 

Typ Auslöser Krankheitsbilder 

Typ I  Antigen, IgE Allergische Rhinokonjunktivitis, allergisches 
Asthma, Neurodermitis, anaphylaktischer 
Schock 

Typ II Antigen, Antikörper, Komplement Chronische Urtikaria, Arzneimittelallergie 

Typ III antigenhaltige Immunkomplexe Serumkrankheit, Arthus-Reaktion 

Typ IV Antigen und T-Lymphocyten Tuberkulinreaktion, chronische 
Rhinokonjunktivitis, allergisches 
Kontaktekzem, chronisches Asthma 

Tabelle 1-1: Einteilung der pathogenen Immunreaktionen nach Coombs und Gell [11]. 
 

Die häufigste Allergieform ist die des Typ I, die in der Literatur auch als Allergie, Hyper-
sensibilisierungsreaktion oder IgE-vermittelte Überempfindlichkeit vom Soforttyp bezeichnet 
wird [16]. Sie manifestiert sich klinisch häufig in Form von allergischem Asthma bronchiale 
und allergischer Rhinokonjunktivitis (Tabelle 1-1) [4]. Einer Manifestation mit diesem 
klinischen Krankheitsbild (Phase II) geht eine für den Patienten symptomlose 
Sensibilisierungsphase voraus (Phase I). Der Ablauf der gegen Schaben relevanten 
allergischen Reaktion vom Typ I wird von der Sensibilisierung bis hin zur Manifestation im 
nächsten Abschnitt anhand der Abbildungen 1-1 und 1-2 erläutert.  
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1.3 Typ I: Allergie vom Soforttyp  
In der ersten Phase (Phase I) findet die Sensibilisierung des Patienten durch einen ersten 
Allergenkontakt statt. Die Allergene dringen hierbei meist über die Schleimhäute z.B. des 
Nasenepithels oder Bronchialepithels über Diffusion ein (Abb. 1-1 [1]). Dort kommen sie in 
Kontakt mit antigenpräsentierenden Zellen (APC, APZ) (Abb. 1-1 [2]). Zu diesen zählen die 
vor allem im Atmungsepithel vorhandenen myeloiden dendritischen Zellen, sowie Makro-
phagen und B-Lymphocyten (B-Zellen). Diese Zellen internalisieren das Allergen exogenen 
Ursprungs über (rezeptorvermittelte) Endozytose oder Makropinocytose. Sie bauen es in 
Lysosomen ab und präsentieren die Peptidfragmente zusammen mit dem MHC-II-Komplex 
(major histokompatibility complex-II) auf ihrer Oberfläche (Abb. 1-1[2]) [17-19]. Wird 
dieser Peptid-MHC-II-Komplex über den T-Zell-Rezeptor (TCR) von naiven T-Helferzellen 
(Th0-Zellen) erkannt, differenzieren die naiven T-Zellen zum Th2-Zelltyp mit anschließender 
Proliferation und leiten dadurch die humorale Immunantwort ein (Abb. 1-1 [3]) [20, 21].  

Die Differenzierung zum Th2-Zelltyp ist ein essentieller Schritt bei der Typ I-Allergie, der 
bisher nicht gänzlich geklärt ist. Vermutlich hängt er vom Mikromilieu ab, in der sich die 
T-Zelle zu diesem Zeitpunkt befindet. Bekannt ist, dass Cytokine wie Interleukin 4 (IL-4) 
und IL-5 die Differenzierung zu Th2-Zellen positiv beeinflussen, wohingegen IL-12, Tumor-
nekrosefaktor (TNF)-α und Interferon (IFN)-γ auf diese Differenzierung inhibitorisch wirken 
[22, 23]. Wie diese Steuerung jedoch im Einzelnen funktioniert ist jedoch noch nicht 
vollständig verstanden [1].  

 

 

Abb. 1-1: Phase I: Ablauf der Sensibilisierungsphase der Typ-I Reaktion ohne klinische Symptome [15 
nach 24]. Erläuterungen finden sich im Text. 
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Die aus der Differenzierung hervorgegangenen aktivierten Th2-Zellen exprimieren und 
sezernieren nun die Cytokine IL-4 und IL-13 und exprimieren zusätzlich den CD40-Liganden 
auf ihrer Oberfläche (Abb. 1-1 [4]) [19, 25-27]. Dieser CD40-Ligand stellt das costimula-
torische Signal dar, welches zusammen mit den Interleukinen und dem Allergen für die 
Aktivierung und den Isotypwechsel von Immunglobulin M (IgM) produzierenden B-Zellen 
hin zu IgE-produzierenden Plasmazelle benötigt wird (Abb. 1-1 [5,6]) [22, 23, 28, 29]. Diese 
IgE-Antikörper sind allergenspezifisch und binden an den hochaffinen FcεRI-Rezeptor von 
Mastzellen und basophilen Granulocyten (Basophile) (Abb. 1-1 [7, 8]).  

Am Ende dieser Sensibilisierungsphase zirkulieren die mit IgE-bestückten Mastzellen und 
Basophilen im Körper (Abb. 1-1 [9, 10]) und das System ist sozusagen „scharf“ geschaltet. 
Diese Sensibilisierungsphase kann, ohne vom Patienten bemerkt zu werden, über Jahre 
hinweg andauern [15, 30]. 

 

Kommt der sensibilisierte Patient erneut mit dem Allergen in Kontakt wird die zweite Phase 
(Phase II), die akute Phase der Allergie eingeleitet (Abb. 1-2). Klinisch wird dabei zwischen 
der Sofort- und Spätreaktion unterschieden.  

 

 

Abb. 1-2: Phase II: Ablauf der akuten Phase der Typ I-Allergie mit klinischen Symptomen [15 nach 24]. 
Erläuterungen finden sich im Text. 

 

In dieser akuten Phase bindet das Allergen an die mastzellgebundenen IgE-Antikörper. Nur 
multivalente Allergene sind dabei in der Lage mindestens zwei rezeptorgebundene IgE- 
Antikörper miteinander kreuzzuvernetzen (Abb. 1-2 [1, 2]). Dadurch wird eine Konforma-
tionsänderung induziert, die bei der Mastzelle eine Degranulation präformierter Mediatoren 
aus den Granula bewirkt (Abb. 1-2 [3, 4]) [31-34]. Hierzu zählen z.B. Histamin, Leukotriene 
und Prostaglandine. Diese sind für die Symptome der Sofortreaktion verantwortlich, die 
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bereits innerhalb von Sekunden nach Allergenkontakt auftreten: Kontraktion der glatten 
Muskulatur, Verengung der Bronchien, Juckreiz und Erhöhung der Gefäßdurchlässigkeit 
(Vasodilatation) und der Permeabilität. Letzteres geschieht über die Bildung von Adhäsions-
molekülen in den Endothelzellen der Blutgefäße. Diese ermöglichen es zirkulierenden 
Immunzellen wie Eosinophilen, Th2-Zellen, Neutrophilen, Basophilen und mononukleären 
Zellen aus den Blutgefäßen in das Gewebe einzuwandern, wo sie über den Allergenkontakt 
ebenfalls zur Degranulation bzw. Aktivierung gebracht werden. Diese Reaktion hält die 
Entzündung aufrecht (Abb. 1-2 [5-8]).  

Die Spätreaktion der akuten Phase ist durch die de novo Synthese und Freisetzung von 
Lipidmediatoren, Chemokinen und Cytokinen gekennzeichnet. Dadurch werden weitere 
Leukozyten wie z.B. aktivierte Eosinophile an den Entzündungsherd gelockt (zelluläre 
Infiltration), die reaktive Sauerstoffderivate sowie weitere toxische Produkte freisetzen und 
so zu Gewebeschädigungen führen [1, 31, 32, 35, 36]. Klinisch äußert sich diese Spätreaktion 
sechs bis 24 Stunden nach Allergenkontakt durch anhaltende Ödeme, Gewebeschwellungen, 
gesteigerte Schleimproduktion in den Bronchien und erhöhte Reaktivität der 
Bronchialmuskulatur. Dies kann im schlimmsten Fall zu einem anaphylaktischen Schock 
führen.  

 

Nachdem der Mechanismus der allergischen Reaktion vorgestellt wurde, stellt sich nun die 
Frage, worin die Ursachen für den starken Anstieg der Allergien in den modernen Gesell-
schaften liegen könnten. Diese Frage wird vielfältig diskutiert. Hypothesen reichen von der 
Änderung des Ernährungsverhaltens über Umweltverschmutzung, Stress und genetische 
Prädisposition bis hin zur Urwald- und Hygienehypothese (mangelnde Stimulation des 
Immunsystems durch Parasiten bzw. mikrobielle Faktoren) [4, 37-40]. Schlüsselelemente für 
die IgE-Produktion scheinen der Expositionsweg, die Allergendosis, die genetische 
Disposition des Patienten und das Patientenalter bei der Sensibilisierung zu sein, sowie die 
intrinsischen Eigenschaften des Allergens, die eine Th2-Antwort präferieren [41, 42]. Eine 
eindeutige Ursache konnte bisher jedoch noch nicht ausgemacht werden und ist auch 
weiterhin Gegenstand aktueller Diskussionen. 

1.4 Allergene 
Im Blickpunkt dieser Arbeit stehen vor allem die intrinsischen Eigenschaften von Allergenen. 
Diese werden auch in der Literatur unter der Frage, was ein Allergen tatsächlich zu einem 
Allergen werden lässt intensiv diskutiert [4, 34]. Diese Frage stellt sich vor allem deshalb, 
weil nicht jedes Protein in einem allergen-wirkenden Extrakt auch tatsächlich als Allergen 
agiert [34]. Wieso das so ist, konnte bis heute nicht befriedigend beantwortet werden; und 
das, obwohl inzwischen mehr als 586 verschiedene Allergene bekannt sind [Stand 
09.01.2008, www.allergen.org]. Im Fokus stehen neben der Allergengröße die Funktion des 
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Allergens, vor allem im Hinblick auf die Fähigkeit physikalische Barrieren, wie z.B. 
Schleimhäute zu überwinden, die Stabilität des Allergens und die Fremdheit des Allergens 
gegenüber Proteinen aus Menschen. Auch wird verstärkt nach typischen Sequenzmotiven für 
lineare T-Zell- und/oder B-Zell-Epitope, nach allgemeingültigen strukturellen Merkmalen für 
Konformationsepitope oder auch nach Glykosylierungsmustern gesucht [34, 43, 44]. 

Per Definition versteht man unter einem Allergen einen an sich harmlosen Umweltstoff 
(Antigen), der als Ausdruck einer Fehlregulation des Immunsystems eine allergische 
Erkrankung induziert oder auslösen kann [1, 4]. Abhängig von der Sensibilisierungsrate 
innerhalb einer Population werden bei über 50% positiven Reaktionen Proteine als Haupt-
allergene („Major“) und bei unter 50% positiven Reaktionen als Nebenallergene („Minor“) 
klassifiziert [45]. Immunologisch wird nochmals zwischen einem immunogenen (=antigenen) 
und einem allergenen Protein unterschieden. Ersteres ist z.B. durch Induktion der 
Differenzierung und Proliferation von T-Zellen in der Lage das Immunsystem zu stimulieren, 
ruft aber keine IgE-Antikörperbildung hervor [43]. Diese Fähigkeit wird in vitro neben der 
Bestimmung der T-Zellproliferation z.B. durch Messen der T-zellspezifischen Cytokine 
bestimmt (Cytokinbestimmung). Im Unterschied dazu stimuliert ein allergen wirkendes 
Protein die IgE-Antikörperproduktion (Sensibilisierung) und kann auch durch Vernetzung 
rezeptorgebundener IgE-Antikörper die akute Phase der Typ-I Allergie induzieren [43]. In 
vitro wird dabei z.B. die Leukotrienfreisetzung in einem Basophilen-Aktivierungstest 
gemessen.  

Physikochemische Eigenschaften, in denen Immunogene/Antigene von Allergenen 
unterschieden werden können sind bisher nicht bekannt [43]. In dieser Arbeit wird im 
Wesentlichen der Begriff „Allergen“ verwendet und lediglich bei der Fokussierung des 
einzelnen Aspektes zwischen „Immunogen/Antigen“ und „Allergen“ unterschieden.  

In der Literatur werden Allergene meist zusätzlich über den Expositionsweg klassifiziert. 
Dabei wird zwischen Aeroallergenen, Nahrungsmittelallergenen und Kontaktallergenen 
unterschieden. Als Aeroallergene sind neben Pollenallergenen auch Milbenallergene sehr gut 
untersucht. Immer stärkere Beachtung finden in den letzten Jahren die Schabenallergene.  

1.5 Schabenallergie 
Die Allergie gegen Schaben wird über deren Allergene ausgelöst. Schabenallergene in Form 
von aerosolisierten Partikeln wurden in schabenbefallenen Domizilen detektiert [z.B. 46-50]. 
Die Allergene gelangen über Fäkalien und Speichel sowie über den Zerfall der Tiere in den 
Hausstaub und erreichen dadurch den Respirationstrakt des Menschen [50-53]. Schaben sind 
hemimetabole Insekten, d.h. sie machen eine unvollkommene Metamorphose durch. In ihrer 
Entwicklung vom Ei zum adulten Tier werden verschiedene Larvenstadien, jedoch kein 
Puppenstadium, durchschritten (Abb. 1-3). Die Metamorphose der Schaben ist dahingehend 
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von Interesse, da die einzelnen Stadien von verschiedenen Häutungszyklen begleitet werden, 
sodass über Zerfall der Exuvien ebenfalls Allergene in den Hausstaub gelangen könnten. 

 

Abb. 1-3: Entwicklungsstadien von Periplaneta americana. Ootheken (Eipakete), Nymphen und adultes 
Weibchen und Männchen [www.doyourownpestcontrol.com/american.htm]. 

 

Die Allergie gegen Schaben manifestiert sich in der eingangs vorgestellten IgE-vermittelten 
Typ-I Allergie und löst beim Patienten respiratorische Beschwerden wie z.B. allergisches 
Asthma bronchiale und/oder Rhinokonjunktivitis aus [54-57].  

Seit den Anfängen der Schabenallergie-Forschung von Bernton und Brown (1964) 
untermauern inzwischen weltweit zahlreiche Studien die Signifikanz von Schabenallergie 
sowie die Verbindung zwischen Schabenallergenen und Asthma. Insbesondere in den USA 
ist diese Problematik sehr gut untersucht [58-67] . 

Die Sensibilisierung gegen Schaben findet überall dort statt, wo die gegebenen Lebens-
umstände das Vorhandensein von Schaben fördern [64, 68, 69]. In einer sehr bekannten 
Studie von Rosenstreich et al. (1997) aus den USA wurde nachgewiesen, dass bei Kindern 
die Kombination aus Sensibilisierung gegen Schaben und der Exposition an hohen Dosen 
von Schabenallergenen mit einer erhöhten Krankheitsrate, aufgrund von Asthma einhergeht 
und somit eine ernstzunehmende Bedrohung darstellt [70].  

Aus diesem Grund wird nachfolgend auf die Epidemiologie der Schaben in Europa, 
insbesondere in Deutschland eingegangen, die systematische Einordnung der Schaben in 
Zusammenhang mit deren Lebensräumen kurz erläutert und anschließend die bisher bei 
Schaben identifizierten Allergene vorgestellt. 

1.6 Epidemiologie der Schabenallergie 
Die Problematik der Schabenallergie ist nicht nur in Amerika und Asien gut untersucht. Auch 
in zahlreichen europäischen Ländern wurden inzwischen nicht nur Schaben nachgewiesen, 
sondern auch von Allergien gegen diese Tiere berichtet. Hierbei wurden insbesondere 
Blattella germanica sowie die etwas enger verwandten Arten Periplaneta americana und 
Blatta orientalis in menschlichen Behausungen gefunden und auch die Sensibilisierungen 
gegen diese Spezies getestet. In Abb. 1-4 sind diese Ergebnisse zusammengefasst: Ländern, 
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in denen lediglich Schaben gefunden wurden, jedoch keine oder nur geringe Sensibili-
sierungsraten festgestellt wurden sind in blau eingefärbt und Ländern mit einer nachweislich 
hohen Sensibilisierungsrate in orange. Die zahlreichen Referenzen zu den einzelnen Studien 
sind im Anhang (Abschnitt 8.1) aufgeführt. 

 

 

Abb. 1-4: Europakarte mit eingefärbten Ländern, in denen Allergien gegen Schaben nachgewiesen sind 
(orange). In den blau eingefärbten Ländern wurden bisher lediglich Schaben nachgewiesen, Allergie gegen 
Schaben jedoch (noch) nicht diagnostiziert. [verändert nach http://commons.wikimedia.org]. Die restlichen 
Referenzen finden sich im Anhang (Abschnitt 8.1). 

 

Lediglich in Deutschland scheint diese Problematik nur sporadisch Beachtung zu finden. 
Publikationen von Schabenbefall gab es insbesondere gehäuft in den 70iger Jahren [71-79]. 
Dann erst 2005 haben in Deutschland unabhängig voneinander zwei große Schabenplagen in 
der Bevölkerung für Aufsehen gesorgt: in Damme (Niedersachsen) hatte sich Blatta 
orientalis offensichtlich in den landwirtschaftlichen Betrieben vermehrt und in Bernau 
(Brandenburg) ging die Plage mit Blattella germanica von einem Recyclingwerk aus, von 
dem aus die Tieren durch Löscharbeiten von der Feuerwehr sogar bis nach Berlin verschleppt 
wurden [80-89].  

Nichts desto trotz widmeten sich bis jetzt in Deutschland erst zwei Studien dem Vorkommen 
von Schabenallergenen im Hausstaub bzw. der Sensibilisierung gegen Schaben. Die Haus-
staubanalysen wurden 1999 wurde von Fahlbusch et al. in Hamburg und Erfurt mit 
negativem Ergebnis durchgeführt: bei 93% der Proben lag die Schabenallergenkonzentration 
(Bla g 2) unter der Nachweisgrenze [89]. Die Sensibilisierung von Kindern mit Asthma 
gegen die Deutsche Schabe (Blattella germanica) wurde 2000 getestet. Dabei lag in Relation 
zu anderen Ländern die Prävalenz gegen diese Schabe mit 6.1% deutlich unter den 

 Schabenvorkommen 

 Schabenallergie 



1 Einleitung 

 

Seite 9 

Ergebnissen von 49-60% anderer Studien, sodass Hirsch et al. vor acht Jahren dieses Problem 
bei Kindern in Dresden als nicht-relevant einstuften [90, 91].  

Unter Berücksichtung der Ergebnisse aus den anderen Ländern sowie der aufgetretenen 
Schabenplagen in Damme und Bernau, wäre es angebracht in Deutschland mit größeren 
Stichproben die Prävalenzen auf Schabenallergie erneut zu testen. 

1.7 Systematische Einordnung der Schaben 
Weltweit sind über 3500 Schabenspezies bekannt, die im Tierreich in den Stamm der 
Arthropoden, der Klasse der Insekten und der Unterordnung der Blattodea systematisch 
eingeordnet werden (Abb. 1-6) [92, 93].  
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(Schmetterlinge)
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Diptera
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Abb. 1-5: Phylogenetische Einordnung der Schaben in den Stamm der Arthropoda. 
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Die meisten Schabenspezies stammen ursprünglich aus den Tropen und Subtropen, wo sie 
einen wichtigen Bestandteil des Ökosystems darstellen [94]. In Deutschland bzw. 
Mitteleuropa sind je nach Literatur zwischen 12 und 15 Schabenarten aufgeführt, von denen 
einige Arten heimisch sind. Bei den übrigen handelt es sich um eingeschleppte Arten 
(Neozoen), die in Folge der Globalisierung inzwischen auch weltweit verbreitet sind [92, 94, 
www.faunistik.net]. Je nach Habitat werden die Schaben unterteilt u.a. in freilebend, wie z.B. 
die Waldschabe (Ectobius sylvestris) und in synanthrop, zu denen die Deutsche Schabe zählt 
[95]. Ein 1995 von Mielke gestartetes Vorhaben zum Erfassen synanthroper Schaben in 
Deutschland scheiterte an der Interessenlosigkeit der Mehrzahl der befragten Schädlings-
bekämpfungsbetriebe [96]. 

Synanthrope Arten werden in der Literatur auch häufig als „domestic“ bezeichnet. Sie sind 
aufgrund ihrer Lebensweise eng mit dem Menschen assoziiert und in Deutschland im 
Infektionsschutzgesetzt sogar als Schädlinge ausgewiesen [97]. Dort werden in §2, Absatz 
12, sieben Schabenarten als tierische Schädlinge eingestuft, die in Tabelle 1-2 aufgeführt 
sind. Insgesamt gelten im wissenschaftlichen Sinne etwa 25 bis 30 Schabenspezies als 
Schädlinge. 

Spezies Wissenschaftlicher Name 

Deutsche Schabe Blattella germanica                (Linné, 1767) 

Braunbandschabe Supella longipalpa            (Fabricius, 1798) 

Orientalische Schabe/ Küchenschabe Blatta orientalis                      (Linné, 1758) 

Amerikanische Schabe Periplaneta americana           (Linné, 1758) 

Australische Schabe Periplaneta australasiae   (Fabricius, 1775) 

Braune Großschabe Periplaneta brunnea      (Burmeister, 1838) 

Rauchbraune Großschabe Periplaneta fuligginosa       (Serville, 1839) 

Tabelle 1-2: Im Infektionsschutzgesetzt in Deutschland als Schädlinge verankerte Schabenarten [97]. In 
älteren Publikationen, gelten lediglich die ersten fünf Arten auch als synthantrop [98-100]. 
 

In Deutschland treten diese Schädlinge im Allgemeinen nur in beheizten Innenräumen auf 
und können mit wenigen Ausnahmen (z.B. auf Mülldeponien) unter den klimatischen 
Bedingungen Mitteleuropas nicht im Freiland überwintern. Dominierende Arten hierzulande 
sind die Deutsche und die Orientalische Schabe [101], doch auch die Amerikanische Schabe 
ist in Deutschland auf dem Vormarsch [persönliche Mitteilung 102]. Sie wurde bereits 1938 
in Gewächshäusern in Magdeburg nachgewiesen [96, 103]. Synanthrope Schaben sind 
aufgrund ihrer eng mit dem Menschen verbundenen Lebensweise von Besonderen Interesse. 
Sie können die Gesundheit des Menschen auf unterschiedliche Art und Weise nachteilig 
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beeinflussen: mit ihrem Speichel und Kot kontaminieren sie Essen und Geschirr, sie können 
unangenehm riechende Sekrete ausscheiden, rufen psychologischen Stress hervor und können 
als Wirte Bakterien und virale Pathogene übertragen [94, 104-106]. Von besonderem 
Interesse sind insbesondere deren Allergene, die zu respiratorischen Allergien führen [104, 
105]. 

1.8 Allergenspektrum der Schaben 
Bei den ersten Untersuchungen der allergenen Potenz von Schaben wurden Ganzkörper-
extrakte, sogenannte Crude-Extrakte oder auch Mazerate genannt, verwendet und mit Seren 
von Patienten untersucht [z.B. 95, 107-111]. In Abhängigkeit von dem Patientenkollektiv und 
der Untersuchungsmethode wurden hierbei bis zu 45 antigene und 9 allergene Komponenten 
in Periplaneta americana mit einem Molekulargewicht von 26 kDa bis 120 kDa auf der 
SDS-PAGE identifiziert, die von spezifischen IgE-Antikörper erkannt wurden [107, 108, 
112]. Bei Blattella germanica finden sich in der Literatur Angaben von bis zu 29 antigenen 
und 8 allergenen Proteinen, in einem Molekulargewichtsbereich von 25 kDa bis 200 kDa 
[105, 112, 113]. Ausgehend von solchen Crude-Extrakten und auch cDNA-Bibliotheken 
konnten bei drei Schabenspezies (Blattella germanica, Periplaneta americana und 
Periplaneta fuliginosa) Allergene identifiziert und zum Teil isoliert werden [95, 105, 114, 
115]. Diese können in neun Proteingruppen eingeteilt werden, die in Abb. 1-6 (nächste Seite) 
zusammen mit weiteren Allergenen dargestellt sind. 

Insgesamt sind zur Zeit (Stand Januar 2008) ohne Berücksichtigung allergener Isoformen 
mindestens 586 Allergene identifiziert, doch lediglich von ca. 5% der identifizierten 
Allergene existiert auch eine Röntgenkristallstruktur, darunter eine von dem Schabenallergen 
Bla g 2, welches in Abb. 1-6 rosa eingefärbt ist [z.B. 116-120, www.allergen.org]. In gelb 
dargestellt sind die Allergene Per a 3 und Per a 9 aus der Amerikanischen Schabe, die in 
dieser Arbeit näher untersucht wurden (Abb. 1-6). Von den in grau dargestellten Allergenen 
ist lediglich die cDNA bekannt und ein Nachweis der Allergenität steht noch aus. 
Insbesondere bei Per a 3 ist auffällig, dass -obwohl es sich ebenso wie bei den meisten 
anderen Schabenallergenen um ein sehr potentes Allergen handelt- in anderen Spezies bisher 
kein homologes Allergen beschrieben ist. 
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Nachfolgend werden die bisher identifizierten Schabenallergene in Zusammenhang zur zu 
homologen Allergenen und der Sensibilisierungsrate am Beispiel ihrer Proteinklassen 
vorgestellt. 

1.8.1 Gruppe 1 
Proteine, die zur Gruppe 1 der Schabenallergene gezählt werden, sind im Tierreich bisher nur 
in den beiden Schabenspezies Blattella germanica und Periplaneta americana als Allergene 
(Bla g 1 und Per a 1) identifiziert, wobei es Indizien gibt, dass homologe Proteine wahr-

Periplaneta 
americana
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unbekannt

Aspartat-
Protease

Hexamerin

Calycin

Glutathion S-
Transferase

Troponin-C

Tropomyosin

Per a 1
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Per a 7

Bla g 1

Bla g 2

Bla g 4

Bla g 5

Bla g 6
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Periplaneta 
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Arginin-
Kinase
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Abb. 1-6: Übersicht über die bisher identifizierten Schabenallergene mit Bezug zu ihrer jeweiligen 
Proteingruppe. Zusätzlich zu den bekannten Schabenallergenen sind weitere bekannte Allergene der jeweiligen 
Gruppe aufgeführt. Allergene mit „Der p“ bzw. „Der f“ stammen aus der Milbe Dermatophagoides pteronyssinus 
bzw. D. farinae. Zahlreiche dieser hier aufgeführten Allergene sind in der offiziellen Allergendatenbank der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) zusammen mit den jeweiligen Referenzen gelistet [www.allergen.org]. Von 
denen in grau dargestellten Allergenen ist lediglich die cDNA bekannt und ein Nachweis der Allergenität steht 
noch aus. Bla g 2 ist farblich hervorgehoben, da dieses Allergen das einzige Schabenallergen ist, von dem eine 
Röntgenkristallstruktur existiert. In gelb dargestellt sind die Allergene aus der Amerikanischen Schabe, die in 
dieser Arbeit untersucht wurden.  
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scheinlich auch in Blatta orientalis und Supella supellectilium zu finden sind [112, 121, 122]. 
Bla g 1 wurde in älteren Veröffentlichungen zumeist als Bla g Bd90K und Per a 1 als Cr-PII 
bezeichnet [108, 123, 124]. Die Gruppe 1 besteht aus zahlreichen allergenen Isoformen, die 
ein charakteristisches repetitives konserviertes Sequenzmotiv aus ca. 100 Aminosäuren (AS) 
gemeinsam haben [123, 125]. Die Anzahl dieser Wiederholungssequenzen kann je nach 
Isoform variieren und wird inzwischen als „Gruppe 1-Motiv“ bezeichnet. Interessanterweise 
liegen die für Per a 1 bestimmten linearen B-Zell-Epitope innerhalb dieses Motivs [126, 127]. 
Auch ist in Betracht zu ziehen, dass die Anzahl der Wiederholungen des Gruppe 1-Motivs für 
das von 14 kDa bis 90 kDa gestreute Molekulargewicht der Isoformen verantwortlich ist 
[123-125]. Trotz intensiver Forschung konnten dieser Proteinklasse weder eine genaue 
Funktion im Organismus zugeordnet noch deren Struktur geklärt werden. Bekannt ist, dass 
sowohl Bla g 1 als auch Per a 1 in den Fäkalien der Schabe auftreten [112, 128-130]. Die 
allergene Potenz dieser Gruppe ist so enorm hoch, dass bereits eine einzige weibliche Schabe 
in der Lage ist, innerhalb von 24 h soviel Bla g 1 auszuscheiden, dass die Allergen-
konzentration die Sensibilisierungsgrenze überschreitet [128]. Die Per a 1-Proteine lösen bei 
54-77% der atopischen Patienten Hautreaktionen aus und sind somit eindeutig Major-
allergene der Amerikanischen Schabe [114].  

1.8.2 Gruppe 2: Aspartat-Protease 
Aspartat-Proteasen wurden bisher in drei Schabenspezies identifiziert: Blattella germanica, 
Periplaneta americana und Leucophaea maderae, wobei lediglich die beiden erstgenannten 
auch als Allergene unter der Bezeichnung Bla g 2 und Per a 2 bekannt sind [131-133]. 
Insbesondere Bla g 2 ist hierbei sowohl immunologisch als auch biochemisch sehr gut 
untersucht [z.B. 42, 134, 135]. Dieses Protein ist außerdem das einzige Schabenallergen von 
dem bisher die Röntgenkristallstruktur gelöst wurde (Abb. 1-6, in rosa eingefärbt) [136]. 
Aufgrund von Substitutionen an den katalytischen Triaden liegt Bla g 2 als inaktive Aspartat-
Protease vor [134, 136]. Ebenso wie Bla g 1, ist auch Bla g 2 in den Fäkalien der Deutschen 
Schabe nachweisbar, wo dessen Konzentration interessanter Weise mit der Verwendung von 
Pestiziden korreliert [130]. Bla g 2 kann sowohl als Monomer mit 36 kDa als auch als Dimer 
mit ca. 70 kDa auftreten [133]. Für Per a 2 kann aus der Sequenz ein ähnliches Molekular-
gewicht von 38 kDa errechnet werden, wobei über dessen Oligomerisierung noch nichts 
bekannt ist. Zwischen den beiden Schabenspezies ist diese Allergengruppe nur schwach 
kreuzreaktiv, muss jedoch zu den Majorschabenallergenen gezählt werden: 
schabenallergische Patienten zeigen eine 60-80%ige IgE-Prävalenz gegenüber Bla g 2 [42, 
50, 114, 137] und Per a 2 wurde von IgE-Antikörper aus 53% der getesteten Seren von 
Schabenallergikern gebunden [131].  
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1.8.3 Gruppe 3: Hexamerin 
Hexamerine wurden bisher in zahlreichen Insekten identifiziert, so auch in Periplaneta 
americana. Doch ist mit Per a 3 diese Stoffgruppe nur in der Amerikanischen Schabe auch 
als Allergen bekannt. Auch finden sich keine signifikanten Sequenzübereinstimmungen zu 
anderen bekannten Allergenen [5, 138]. Aus diesem Grund wird Per a 3 auch weiterhin als 
Spezies-spezifisches Allergen bezeichnet [138-143]. Bei Periplaneta americana wurden 
diese Allergene bereits in der Schleimhaut des Mitteldarms, dem Darminhalt und auch in den 
Fäkalien lokalisiert [53]. 

In ersten Untersuchungen von Wu et al. (1988) wurde Per a 3 partiell aus einem Ganzkörper-
extrakt gereinigt. Diese Per a 3-haltige Fraktion wurde als Cr-PI bezeichnet und erwies sich 
als außerordentlich potent [108]. Die Hauptproteine dieser Cr-PI-Fraktion wiesen auf der 
SDS-PAGE ein Molekulargewicht von 78 kDa und 72 kDa und einen isoelektrischen Punkt 
(pHi) von 6.2 auf [108]. Diese Fraktion löste im Hauttest 73% positive Reaktionen aus und 
konnte in vitro IgE von 100% der getesteten Seren binden [108]. Zusätzlich war es in der 
Lage, eine T-Zellproliferation von PBMC („peripheral blood mononuclear cells“) schaben-
allergischer Patienten zu induzieren [108, 144]. Somit handelt es sich bei den Per a 3-
Proteinen eindeutig um Majorallergene der Amerikanischen Schabe.  

Wu und Mitarbeitern gelang es, von Per a 3 Isoallergene zu identifizieren, vier davon zu 
klonieren und in Escherichia coli zu exprimieren (Tabelle 1-3). Diese unterscheiden sich 
teilweise signifikant in ihren biochemischen Eigenschaften sowie in ihrer Allergenität [138, 
143]. 

 

Offizielle 
Bezeichnung 

veraltete 
Bezeichnung 

(Klon) 

AS-
Anzahl Mr [kDa] pHi Reak-

tivität Referenz 

Per a 3.01 C12 685 81.2 (78) 6.26 (47.4%) 138 

Per a 3.0201 C20 631 75.5 (72) 6.63 (47.4%) 138 

Per a 3.0202 C13 470 56.2 (54) 7.06 (26.3%) 143 

Per a 3.0203 C28 393 46.7 (46) 6.54 (94.7%) 143 

Tabelle 1-3: Bisher bekannte Isoformen von Per a 3. Die Angaben in Klammern beziehen sich auf die 
rekombinant exprimierten Formen. Die Reaktivitäten wurden im Hauttest an 19 schabensensitiven Patienten 
mit Asthma ermittelt. Diese vier Klone entsprechen zwei Per a 3-Isformen. Per a 3.01 ist vollständig sequenziell 
bekannt und besitzt in reifer Form ein Molekulargewicht von 79.4 kDa. Per a 3.0202 und Per a 3.0203 stellen 
offenbar Teilsequenzen von Per a 3.0201 dar. Alle Isoformen besitzen zwei potentielle N-Glykosylierungs-
stellen bis auf Per a 3.0203, das keine solche potentielle N-Glykosylierungsstelle aufweist.  
 

Diese Klone (Per a 3.01, Per a 3.0201, Per a 3.0202, Per a 3.0203) sind zwei Isoformen 
zuzuordnen, wobei lediglich die Sequenz von Per a 3.01 komplett ist. Dieses Protein besitzt 
in reifer Form (abzüglich der 16 AS des Signalpeptids) ein Molekulargewicht von 79.4 kDa. 
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Bei Per a 3.0201 fehlt das Signalpeptid und Per a 3.0202 und Per a 3.0203 sind offenbar 
Teilsequenzen von Per a 3.0201 [145]. Eine Übersicht über die vier Allergene ist in Tabelle 
1-3 zu finden, wobei nochmals zwischen den Klonen und den rekombinanten Proteinen 
-Angabe in Klammern- unterschieden wird. Untereinander sind die Per a 3-Isoformen auf 
AS-Sequenzebene zu 69-95% identisch [143]. Sie besitzen eine auffällige Sequenzhomologie 
(20-36%) zu Insekten-Hämolymph-Proteinen (Arylphorinen), wie Wu und Mitarbeiter 
anhand zahlreicher Beispiele belegten [5, 138-143]. Arylphorine sind per Definition Proteine, 
deren Anteil an aromatischen Aminosäuren über 15% liegt [146]. Im Allgemeinen beinhaltet 
diese Bezeichnung weder eine Aussage über die Struktur des Proteins noch über dessen 
Funktion oder (familiäre) Zuordnung, da sich Arylphorine aus verschiedenen Insekten-
ordnungen einander nicht sonderlich ähnlich sind [147].  

In meiner Diplomarbeit gelang es mir zu zeigen, dass diese Klassifizierung weiter spezifiziert 
werden kann und es sich bei den Per a 3-Proteinen eindeutig um Hexamerine handelt [148]. 
Hexamerine sind eine Familie von Hämocyanin-verwandten Insekten-Hämolymph-Proteinen, 
die nach ihrer nativen Zusammensetzung von sechs homologen oder in manchen Fällen auch 
heterologen Untereinheiten benannt sind. Diese besitzen ein Molekulargewicht zwischen 
70 kDa und 85 kDa und haben die Fähigkeit verloren, Kupfer am aktiven Zentrum einzu-
bauen und somit Sauerstoff zu binden [147, 149-153]. Sie werden auch als hexamere 
Insektenspeicherproteine bezeichnet, jedoch werden lediglich miteinander verwandte 
Speicherproteine in dieser distinkten Gruppe zusammengefasst [153, 154]. In dieser Arbeit 
werden für Per a 3 die Begriffe Hexamerin und Arylphorin verwendet, je nachdem, welcher 
Proteinaspekt beleuchtet werden soll.  

Aus der Hämolymphe der Amerikanischen Schabe konnte ich in meiner Diplomarbeit zwei 
Per a 3-Isoformen isolieren und partiell charakterisieren [148]. Diese sind in nativer Form 
Hexamere mit einem Molekulargewicht von 512 kDa bzw. 465 kDa; die denaturierten 
Untereinheiten weisen ein Molekulargewicht von 80 kDa bzw. 73 kDa auf. Die Per a 3-
Isoformen besitzen außerdem mit den spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm von 
1.65 [l/(g*cm)] bzw. 1.44 [l/(g*cm)] etwas unterschiedliche Aminosäure (AS)-Zusammen-
setzungen [148]. Weiterhin können sie aufgrund ihrer Oberflächenladungen sowie ihren 
Sekundärstrukturanteilen differenziert werden. Da die Strukturverwandtschaft sowie eine 
51%ige Homologie zum Arthropoden-Hämocyaninen aus Panulirus interruptus gegeben 
war, konnten wir ein Homologie-Modell von hexamerem Per a 3.01 erstellen.  

Dieses Modell ermöglichte die Lokalisierung der bereits identifizierten linearen B-Zell-
Epitope: 400TVLRDPVFYQ409, 466NNVDQI471, 580VDKGHNYCGYPENLLI595, 
595IPKGKKGGQAY605 [140]. Diese Epitope sind in der Quartärstruktur hauptsächlich an der 
Proteinoberfläche lokalisiert, sodass IgE-Antikörper das native Protein potentiell erkennen 
können. Eine Analyse für Per a 3.0201 wird in dieser Arbeit vorgenommen. Jedoch ist 
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weiterhin unklar, wieso dieses Protein als einziger Vertreter seiner Proteinklasse ein so 
potentes Allergen ist. 

1.8.4 Gruppe 4: Calycin 
Die Gruppe der Calycine umfasst die folgenden drei Untergruppen, die in der Literatur häufig 
auch als Synonyme verwendet werden: Calycin, Lipocalin und Liganden-Bindungsproteine. 
Dieser Gruppe 4 gehören zahlreiche wichtige Allergene an, die in der Lage sind, IgE-
Antworten durch Inhalation (Aeroallergene) oder Verdau (Nahrungsmittelallergene) zu 
induzieren. Sie lösen im Patienten allergisches Asthma bronchiale bzw. Nahrungsmittel-
allergie aus [23, 155]. Aus der Deutschen Schabe wurde bisher Bla g 4 als Allergen isoliert, 
teilweise charakterisiert und als Calycin klassifiziert [45, 155, 156]. Dessen Expression ist im 
Hinblick auf Entwicklung, Gewebe sowie Regulation sehr gut untersucht [45]. In 
rekombinanter Form besitzt es in Abhängigkeit vom Expressionssystem ein Molekular-
gewicht von 18-23 kDa [156]. Bei Periplaneta americana ist Per a 4 -ausgehend von einer 
cDNA-Bank- kürzlich kloniert worden [157]. Weitere Charakterisierungen sowie ein 
Expressionsnachweis stehen allerdings noch aus.  

Kreuzreaktionen zwischen diesen Schabenallergenen oder auch mit anderen Allergenen der 
Calycin-Familie sind bis jetzt nicht bekannt, wären jedoch basierend auf einer Calycin-
typischen 3D-Struktur mit gleichen Faltungsmotiven denkbar [50, 155, 158]. In serolo-
gischen Studien weisen schabenallergische Patienten, in Abhängigkeit von der Testmethode, 
eine IgE-Prävalenz von 40-60% gegenüber rekombinantem Bla g 4 auf [50, 114, 155]. Somit 
steht Bla g 4 an der Grenze zum Majorallergen.  

1.8.5 Gruppe 5: Glutathion S-Transferase 
Bei Glutathion S-Transferasen (GST) handelt es sich um eine weit verbreitete Superfamilie 
multifunktionaler Enzyme (EC 2.5.1.18), die in die Detoxifizierung endogener und 
xenobiotischer Komponenten involviert sind [50, 159-166]. Innerhalb der Insekten wird 
aufgrund des katalytischen Zentrums zwischen delta- und sigma-GST differenziert [164, 165, 
167-176]. In der Deutschen Schabe gibt es nachweislich zwei unterschiedliche GST-
Allergene mit lediglich 14% AS-Sequenzidentität [166, 177]: Bla g 5 ist vom sigma Typ und 
BgGSTD1 vom delta Typ. Beide Allergene sind Homodimere mit etwas unterschiedlichem 
Verhalten in der native PAGE und einem Molekulargewicht der Untereinheiten von 23-25.5 
kDa [166, 177, 178]. Weiterführende Experimente lassen den Rückschluss zu, dass noch 
mindestens eine weitere GST in Blattella germanica vorhanden sein muss [166, 178]. IgE 
Antikörper von schabenallergischen Patienten erkennen sowohl Bla g 5 als auch BgGSTD1 
[177]. 70% der Schabenallergiker und 40% der Atopiker sind gegen Bla g 5 sensibilisiert [50, 
166]. In Periplaneta americana ist mit Per a 5 auf Sequenzebene eine GST vom delta-Typ 
bekannt, deren Sensibilisierungsnachweis allerdings noch aussteht [179]. Unabhängig von 
dieser Studie wurde aus Periplaneta americana eine GST (nicht näher bestimmten Typs) 
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isoliert, die von IgE aus 68% der getesteten Seren erkannt wurde [180]. Ob es sich hierbei um 
Per a 5 handelt ist nicht geklärt. In einer interessanten Studie von Arruda et al. (1997) konnte 
paradoxerweise nachgewiesen werden, dass ausgerechnet die zur Schabenbekämpfung 
empfohlenen Insektizide in Blattella germanica eine gesteigerte GST-Expression zum Schutz 
gegen diese Insektizide auslöst [166]. Dadurch muss durch die Insektizidanwendung beim 
Patienten mit einer gesteigerten Allergen-Exposition sowie dem damit assoziierten 
allergischen Asthma gerechnet werden. Trotz noch stark limitierten experimentellen 
Nachweisen von Kreuzreaktionen mit anderen GST wird diese Familie u.a. aufgrund ihrer 
weiten Verbreitung bereits als Pan-Allergen diskutiert [180, 181]. 

1.8.6 Gruppe 6: Troponin C 
Bei Troponin C-Proteinen handelt es sich um eine konservierte Proteinfamilie mit essentieller 
Funktion bei der Muskelkontraktion, sodass von einem ubiquitären Vorkommen auszugehen 
ist. Das allergene Potential dieser Gruppe wurde bisher lediglich anhand von Bla g 6 aus 
Blattella germanica nachgewiesen [182]. Ein weiteres Troponin C ist bei Periplaneta 
americana sequenziell bekannt. Dieses wird trotz fehlendem Nachweis der Allergenität, 
basierend auf der Allergennomenklatur, als Per a 6 bezeichnet [182-185]. Diese Proteine 
beider Spezies, inklusive der jeweiligen Isoformen, haben ein errechnetes Molekulargewicht 
von 17 kDa und in das saure Milieu verschobene isoelektrische Punkte von pHi 3.6 bis. 3.9 
[182, 183]. Per a 6 weist zu den drei bisher identifizierten Bla g 6-Isoformen (Bla g 6.0101, 
Bla g 6.0201 und Bla g 6.0203) eine 69-91%ige AS-Sequenzidentität auf [182]. In Abhängig-
keit zur Studie finden sich in der Literatur mit 14% bzw. 50% sehr stark abweichende 
Sensibilisierungsraten gegenüber Bla g 6 [114, 182]. Somit ist Troponin C aus Schaben eher 
nicht als Majorallergen anzusehen.  

1.8.7 Gruppe 7: Tropomyosin 
Bei den Tropomyosinen handelt es sich um eine stark konservierte Proteinfamilie mit 
diversen Funktionen. Die bekannteste ist die Beteiligung an der Muskelkontraktion. 
Allergene Tropomyosine wurden bisher in 21 Spezies aus drei Stämmen als Allergene 
identifiziert. Davon stammen alleine 18 aus dem Stamm der Arthropoden. [115, 186, 187, 
www.allergen.org]. Bei Schaben sind drei allergene Tropomyosine aus zwei Familien 
(Blattidae und Blattellidae) identifiziert: Per a 7 aus Periplaneta americana, Per f 7 aus 
Periplaneta fuliginosa sowie Bla g 7 aus Blattella germanica [115, 188-190]. Per a 7 gilt als 
ein Majorallergen der Amerikanischen Schabe, da es mit 50% der Seren von schaben-
allergischen, asthmatischen Kindern reagiert [189], wohingegen Per f 7 und Bla g 7 eher als 
Minorallergene ihrer Spezies gelten [115, 188]. Diese stark konservierte Proteinfamilie wirkt 
sowohl als Nahrungsmittelallergen als auch als Aeroallergen sensibilisierend [188]. 
Zahlreiche Studien demonstrierten, dass diese Allergengruppe für die ausgeprägten Kreuz-
reaktionen zwischen Insekten, Arachnida (insbes. Milben), Crustaceen, Mollusken und 
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Parasiten mit verantwortlich ist [95, 188, 191-196]. Aus diesem Grund wird es auch 
Invertebraten-Pan-Allergen bezeichnet [194].  

1.8.8 Gruppe 8: Myosin 
In der Allergendatenbank findet sich zusätzlich zu den beiden vorangegangenen Protein-
klassen ein weiteres Muskelprotein, welches mit Bla g 8 bisher lediglich in Blattella 
germanica als Allergen klassifiziert wurde [197]. Auch über Bla g 8 selbst ist nicht viel 
bekannt. Bislang existiert lediglich die Sequenz, aus der hervorgeht, dass es sich um die 
leichte Kette des Myosins handelt. Die Sequenz umfasst 195 Aminosäuren, die ein 
errechnetes Molekulargewicht von 21.2 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 4.22 
aufweist. Ein Nachweis über die allergene Aktivität von Bla g 8 fehlt bislang, sodass die 
Einordnung dieses Proteins zu den Allergenen ohne weitere Experimente als äußerst fraglich 
angesehen werden sollte und dieses Protein an dieser Stelle nur der Vollständigkeit halber 
aufgeführt wird. 

1.8.9 Gruppe 9: Arginin-Kinase 
Arginin-Kinasen sind Enyzme, die bei Invertebraten den reversiblen Transfer von energie-
reichem Phosphat von Adenosintriphosphat (ATP) auf L-Arginin katalysieren [198, 199]. 
Auf diese Weise kann in Form von Arginin-Phosphat in zahlreichen Invertebraten-Spezies 
Energie gespeichert werden [200, 201]. Eine solche Speicherung ist vor allem bei Insekten 
mit einem generell hohen metabolischen Umsatz sehr wichtig [202]. Die Arginin-Kinase-
Aktivität ist nicht nur für die Muskelkontraktion wichtig, sondern kann auch ganz allgemein 
direkt oder indirekt die Verfügbarkeit von ATP regulieren [203, 204]. Funktionell ist diese 
Proteinklasse analog zu den gut untersuchten Keratin-Kinasen aus Vertebraten [205]. 
Aufgrund ihrer Schlüsselfunktion ist es auch nicht erstaunlich, dass Arginin-Kinasen bei 
Invertebraten weit verbreitet sind. Sie sind inzwischen in zahlreichen Spezies u.a. in den zwei 
Schabenspezies Periplaneta americana und Blattella germanica identifiziert [201, 202, 206-
214]. Weitere bekannte allergene Arginin-Kinasen sind u.a. Plo i 1 aus der Motte Plodia 
interpunctella, Lit v 2 (Litopenaeus vannemei), Pen m 2 (Penaeus monodon) sowie aus der 
Milbe Der p 20 (Dermatophagoides pteronyssinus) [199, 215-217]. Beide Arginin-Kinasen 
aus den Schaben sind sequenziell bekannt [212, 213], wobei bei der Arginin-Kinase aus 
Periplaneta americana auch zusätzlich das allergene Potential bestimmt wurde. Diese Kinase 
wird inzwischen als Per a 9 bezeichnet [218]. Für Blattella germanica steht ein Nachweis der 
Allergenität dieses Proteins noch aus.  

Nativ gereinigtes Per a 9 reagierte mit IgE bei 80% (20/25) und 100% (25/25) der schaben-
allergischen Patienten in Thailand. Diese Ergebnisse basieren auf ELISA und Western-Blot 
Experimenten, Haut-Prick-Testungen fehlen bislang [218]. Wie für respiratorische Allergene 
typisch, lösen auch die Arginin-Kinasen bei Atopikern allergisches Asthma aus [199].  
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1.9 Motivation und Ziele der Arbeit 
Für eine bessere Diagnostik und Therapie der Schabenallergie ist die Identifizierung und die 
molekulare Charakterisierung der relevanten Allergene eine Grundvoraussetzung [15, 219]. 
Den Anstoß für eine bessere Allergencharakterisierung wurde u.a. von Patterson und Slater 
(2001) gelegt, die zeigten, dass die für eine Allergiediagnostik verfügbaren Schabenextrakte 
sehr unterschiedliches allergenes Potential aufwiesen [95, 220].  

Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es daher Hämolymph- und Crude-Extrakte zu vergleichen 
sowie allergene Proteine aus der Amerikanischen Schabe Periplaneta americana zu isolieren 
und zu charakterisieren. Hierfür werden unterschiedlich effektive chromatographische Reini-
gungsprotokolle vorgestellt und zwei Allergengruppen identifiziert und charakterisiert. Der 
Schwerpunkt dieser Arbeit liegt sowohl bei der biochemisch-biophysikalischen als auch bei 
der immunologischen Charkterisierung auf den Per a 3-Allergenen, Per a 9 wird zusätzlich 
betrachtet.  

Die Besonderheit der Per a 3-Allergene liegt darin, dass obwohl bisher (Teil-)Sequenzen von 
über 742 Allergenen bekannt sind [www.allergen.org], außer Per a 3 kein weiteres Allergen 
zur Proteinklasse der Hexamerine gehört. Um mögliche Gründe hierfür zu finden, werden die 
biochemischen und strukturellen Untersuchungen in Zusammenhang zur Hexamerin-Familie 
bzw. Superfamilie der Hämocyanine gebracht.  

Alle bisherigen Untersuchungen beruhten auf der Analyse der Primärsequenz sowie 
rekombinant exprimierten Proteinen. Ziel dieser Arbeit ist daher die Isolierung der Per a 3-
Proteine in nativer Form aus Hämolymphe und Crude-Extrakten. Um den Zusammenhang 
zwischen Struktur und der Induktion einer Immunantwort (Allergenität) der Per a 3-Proteine 
verstehen zu können, wird untersucht in wie weit die allergene Potenz dieser Proteine auf 
deren Oligomerisierung zurückzuführen ist.  

Da eine intakte dreidimensionale Proteinstruktur und somit die Stabilität der Proteine für die 
Immunantwort von enormer Bedeutung sind, wird ebenfalls die Stabilität der Per a 3-
Allergene gegenüber chaotropen Reagenzien untersucht. In weiteren Experimenten wird die 
Stabilität der Allergene im Hinblick auf die Antigenpräsentation verfolgt; hierfür wird in 
einem Modellsystem die Proteinstabilität gegenüber dem pH-Bereich der endosomal/lyso-
somalen Kompartimenten untersucht. 

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit ist die Betrachtung der Arginin-Kinase Per a 9 aus 
Periplaneta americana. Aufgrund der essentieller Funktion und allergener Potenz dieses 
Allergens wurde Per a 9 aus einem Periplaneta americana Extrakt heraus isoliert und 
anschließend punktuell charakterisiert. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Gerät Gerät-Spezifikation Firma Ort 

Analytische 
Ultrazentrifuge 

Optima XL-I Analytical 
Ultrazentrifuge,  
Rotor: AN 50 Ti 

Beckman Coulter Krefeld 

Autosampler  Waters GmbH Eschborn 

Blot-Apparatur Trans-Blot® SD Semi-Dry 
Transfer Cell BioRad München 

Densitometer GS-800 Calibrated 
Densitometer BioRad München 

Dynamisches Lichtstreu-
spektrometer Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments 

GmbH Herrenberg 

Flachbettgelkammer Multiphor 2117 GE-Healthcare 
(ehemals LKB) München 

Biologic HR mit 
Fraktionssammler Modell 
2128 

BioRad München 

FPLC BioLogic Duo Flow mit 
BioLogic BioFrac 
Fraktionssammler 

BioRad München 

Gefriertrocknung ALPHA 1-4 LSC inkl. 
Vakuumpumpe RZ-2 

Martin CHRIST 
Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH 

Osterode 

Gradientengel- 
Mischkammer Gradienten-Mischkammer Knick Reiskirchen 

Gradientengel-
Laufkammer  H. Hölzel Dorfen 

Heizblock TCR Roth Karlsruhe 
Z233MK-2; 
Rotor 220.87 V05/6 Hermle Wehingen 

Universal 16 R; Rotor 
1614, Rotor 1624  Hettich Tuttlingen Kühlzentrifugen  

Universal 32 R; Rotor 1617 Hettich Tuttlingen 

Massenspektrometer nanoACQUITY UPLC 
System™ Waters GmbH Eschborn 

Minigel-Kammer  Von Keutz 
Labortechnik Reiskirchen 

Membran-
Vakuumpumpe MZ 2C  Vacuubrand GmbH + 

CO Wertheim 

Mixer MX 32 Braun GmbH Kronberg im 
Taunus 

pH-Meter 766 Calimatic Knick Berlin 
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Gerät Gerät-Spezifikation Firma Ort 

Pumpe Gradientengel Minipuls 2 ABIMED, Gilson Langenfeld 
Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus PF Millipore Eschborn 

Mini Rocking Platform Biometra GmbH Göttingen 
Schüttler Duomax 1030 Heidolph Instruments 

GmbH & Co.KG Schwabach 

Power-Pac-3000 BioRad München 
Blue Power 3000 (BP-
3000) SERVA Heidelberg 

Spannungsquellen 
Model 200/2.0 Power 
Supply BioRad München 

Wasserbad WK 100 Colora Lurch 
Analytic A 200 S Sartorius GmbH Göttingen Waagen MJ 3000 YMC Co. Ltd. Kyoto, Japan 
U-3000 Hitachi Tokio, Japan 
Cary 1E Varian Darmstadt Zweistrahl-Absorptions-

photometer 
Cary-300 Bio Varian Darmstadt 

Tabelle 2-1: Verwendete Geräte. 
 

2.1.2 Gebrauchsartikel 

Material Spezifikation Firma Ort 

Bio-Scale Q2 Column;  
2 ml Säulenvolumen BioRad München 

Anionenaustauscher-Säule Uno Q12, 12 ml 
Säulenvolumen BioRad München 

Applikatorstreifen 3.5 mm x 2 mm x 1 mm 
Probentasche SERVA Heidelberg 

Blotting-Filterpapier  Blotting Papers BG002 Schleicher und 
Schuell Dassel 

CAST-2000 ELISA  Bühlmann Schoenenbuch, 
Schweiz 

Einmalküvetten 1.5 ml Volumen, 
Schichtdicke 1 cm Roth Karlsruhe 

Elektrodenstreifen Filter Cardboard 120 mm x 
6 mm x 1 mm SERVA Heidelberg 

Gelbond®film  
Cambrex Bio 
Science 
Rockland, Inc 

Rockland, Maine, 
USA 

 S-300 16/60 Pharmacia Erlangen 
 S-300 26/60  Pharmacia Erlangen Größenausschlusssäule 
S-200 16/60 Pharmacia Erlangen 

IEF-Gele 
SERVALYT PRECOTES-
Gel SERVALYT PreNets-
Gel 

SERVA Heidelberg 

Küvette für dynamische 
Lichtstreuung 

DTS 2145 “Niedrig-
Volumen Glasküvette”, 
75µl 

Hellma Müllheim 
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Material Spezifikation Firma Ort 

Membran Filter Supor®-200, 0.2 µm Pall GmbH Dreieich 

Nitrocellulose-Membran Protan ® BA83, 
0.2µm Pore Size 

Schleicher und 
Schuell Dassel 

PVDF-Membran 
Sequi-Blot™PVDF-
Membran für Protein-
sequenzierung, 0.2 µm 

BioRad München 

Quarzküvette Suprasil® Hellma Müllheim 

Spritzenfilter Acrodisc ® 13 mm Syringe 
Filter, Supor® Membran Pall GmbH Dreieich 

Umkehrphasensäule 
nanoACQUITY UPLC™ 
Symmetry C18 (C18, 100 
µm x 10 cm) 

Waters GmbH Eschborn 

Zentrifugalkonzentratoren Vivaspin 20 30000 MWCO OMNILAB Bremen 

Tabelle 2-2: Verwendete Materialien. 
 

2.1.3 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien waren von pro analysis Qualität und wurden, wenn nicht 
anders angegeben von der Firma Roth (Karlsruhe) bezogen.  

Chemikalien Firma Ort 

2D-Immungelelektrophorese   

Agarose M Amersham Pharmacia 
Biotech AB 

Uppsala, 
Schweden 

Barbital-Natrium  Merck Darmstadt 
Barbital Merck Darmstadt 

Gelelektrophorese   
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka Neu-Ulm 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Merck Darmstadt 
β-Mercaptoethanol SERVA Heidelberg 
Bromphenolblau SERVA Heidelberg 
Kaleidoskop-Standard BioRad München 
Precision Plus Protein TM unstained Standard BioRad München 

Prestained Protein Marker, Broad Range  New England Biolabs 
GmbH Frankfurt a.M. 

IEF   
Trichloressigsäure SERVA Heidelberg 
SERVA Violet 17 SERVA Heidelberg 
Kerosin SERVA Heidelberg 
Kathodenlösung pH 10 SERVA Heidelberg 
Anodenlösung pH 3 SERVA Heidelberg 
SERVA Liquid Mix IEF-Proteinstandard 3-10 SERVA Heidelberg 

Massenspektrometrie   
Dithiothreitol Sigma Steinheim 
[Glu1]Fibrinopeptid-Lösung Sigma Steinheim 
Trypsin Promega GmbH Mannheim 
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Chemikalien Firma Ort 

Phenoloxidaseaktivität   
3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon 
(MBTH) Sigma Steinheim 

Tyramin Hydrochlorid Sigma Steinheim 
Dopamin Hydrochlorid Sigma Steinheim 
Tyrosinase (Agaricus bisporus) Sigma Steinheim 

Proteinkonzentrationsbestimmung   

Modified Lowry ProteinReagent Pierce Rockford, 
Illinois, USA 

Folin-Ciocalteu Reagenz Sigma Steinheim 
BioRad Protein Assay BioRad München 

Puffer   
Natriumdihydrogenphosphat Merck Darmstadt 
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt 
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma Steinheim 

Western-Blot   

Magermilchpulver Saliter und TSI Obergrünzburg 
und Zeven 

Dimethylformamid (DMF) Sigma Steinheim 
anti-rabbit-IgG konjugiert mit Alkalischer 
Phosphatase, A3687 Sigma Steinheim 

Sulfonsalicylsäure Merck Darmstadt 

Sonstige   
Kohlenstoffdioxid  Linde Frankfurt 
Flüssiger Stickstoff Linde Frankfurt 
Protease-Inhibitor Cocktail Sigma Steinheim 

Tabelle 2-3: Verwendete Puffer und Lösungen, die nicht von Roth bezogen wurden. 
 

2.1.4 Puffer und Lösungen 
Alle Lösungen wurden mit Wasser aus der Reinstwasseranlage angesetzt. In der vorliegenden 
Arbeit wird dieses Reinstwasser als Wasser (H2O) bezeichnet. 

Der pH-Wert sämtlicher Puffer wurde mit dem pH-Meter bei Raumtemperatur (RT) mit 
konzentrierter Salzsäure (HCl) oder mit Natronlauge (NaOH) titriert. Das pH-Meter wurde 
abhängig vom Messbereich mit den Eichlösungen (pH ±0.02) pH 4.0 und pH 7.0 bzw. pH 7.0 
und pH 10.0 geeicht. Alle säulenchromatographisch verwendeten Puffer wurden durch 
0.2 µm Membran-Filter sterilfiltriert und für mindestens 30 Min. mit der Membran-Vakuum-
pumpe entgast. 
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Puffername Verwendung Zusammensetzung 

Citratpuffer pH-Stabilität 0.1 M Citronensäure, 10 mM Tri-
Natrium-Citrat Dihydrat, pH 3.5 

Crude-Extrakt-Puffer  Extrakt-Gewinnung 100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM 
MgCl2, 0.01% (w/v) PTU, Protease-
Inhibitor Cocktail, pH 7.8 

Dissoziationspuffer A Dissoziation 50 mM Glycin, 5 mM EDTA, pH 9.6 
Dissoziationspuffer B Dissoziation 50 mM Glycin, 5 mM EDTA, 2.5 M 

Harnstoff, pH 9.6 
Dissoziationspuffer C Dissoziation 50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2 M 

GdnHCl, pH 10.5 
Dissoziationspuffer D Dissoziation 50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2.5 M 

Harnstoff, pH 10.5 
Elutionsschabenpuffer A IEX 20 mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5 

(4°C) 
Elutionsschabenpuffer B IEX 20 mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5 

(20°C) 
Hämolymphpuffer  Extrakt-Gewinnung 100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM 

Mg Cl2, 0.01% (w/v) PTU, pH 7.8 
PBS 10fach („phosphate 
buffered saline“) 

Immunologische Versuche 100 mM NaH2PO4, 140 mM NaCl, pH 6.6 

PBS Immunologische Versuche 10 mM NaH2PO4, 14 mM NaCl, pH 7.2 
Phosphatpuffer A  Phenoloxidase-Aktivität 28.3 mM Na2HPO4, 21.7 mM NaH2PO4, 

150 mM NaCl, pH 7.0 
Phosphatpuffer B  Lowry-Assay 61.5 mM Na2HPO4, 38.5 mM NaH2PO4,  

pH 7.0 
Phosphatpuffer C pH-Stabilität 33 mM Na2HPO4, 67 mM NaH2PO4, 

pH 6.5 
Phosphatpuffer D pH-Stabilität  13 mM Na2HPO4, 87 mM NaH2PO4, 

pH 6.0 
Schabenpuffer A IEX 20 mM TRIS/HCl, pH 7.5 (4°C) 
Schabenpuffer B IEX 20 mM TRIS/HCl, pH 7.5 (20°C) 
Schabenpuffer C S-300 100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM 

MgCl2, pH 7.8 (4°C) 
Schabenpuffer D S-300, Stabilisierungs-

puffer, pH-Stabilität 
100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM 
MgCl2, pH 7.8 (20°C) 

Agaroselösung 2D-Immungel-
elektrophorese 

1% (w/v) Agarose M, 20% (v/v) 
Veronalstammlösung, bei 200°C lösen, 
bis die Lösung klar ist. 

Laufpuffer 2D-Immungel-
elektrophorese 

Veronalstammlösung 1:5 mit H2O 
verdünnen 

Veronalstammlösung 2D-Immungel-
elektrophorese 

103 g Barbital-Natrium in 2 l H20, 20 g 
Barbital in 2 l H2O unter Erhitzen lösen. 
Beide Lösungen zusammengeben und auf 
5 l mit H2O auffüllen 

Waschlösung 2D-Immungel-
elektrophorese 

0.6% (w/v) NaCl 

APS Gelelektrophorese 2 % (w/v) APS 
Denaturierungspuffer 
(DP) 

Gelelektrophorese 25% (v/v) Sammelgelpuffer, 20% (v/v) 
Glycerin, 40% (v/v) SDS-Lösung, 10% 
(v/v) β-Mercaptoethanol, 5% (v/v) H2O, 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
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Puffername Verwendung Zusammensetzung 

Laufpuffer für native 
Gele 

Gelelektrophorese 25 mM TRIS, 150 mM Glycin 

Laufpuffer für SDS-Gele Gelelektrophorese 25 mM TRIS, 188 mM Glycin, 
0.1% (w/v) SDS  

Nativer Probenpuffer 
(BPB) 

Gelelektrophorese 50% (v/v) Glycin, 0.1% (w/v) 
Bromphenolblau 

Sammelgelpuffer Gelelektrophorese 0.5 M TRIS /HCl, pH 6.5 (22°C) 
Trenngelpuffer Gelelektrophorese 1.5 M TRIS/HCl, pH 8.8 oder pH 7.5 

(22°C)  
BCIP-Lösung Western-Blot 50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-

indolylphosphat-p-toluidinsalz (BCIP) in 
DMF 

Blocklösung Western-Blot 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST 
Entwicklungslösung Western-Blot 1 ml Entwicklungspuffer, 33 µl BCIP, 66 

µl NBT, 9 ml Wasser 
Entwicklungspuffer Western-Blot 100 mM TRIS/HCl, 1.0 M NaCl, 50 mM 

MgCl2, pH 9.5 
NBT-Lösung Western-Blot 50 mg/ml p-Nitrobluotetrazolium (NBT) 

in 70% (v/v) Dimethylformamid (DMF) 
„Ponceau-S”-Lösung Western-Blot 3% (w/v) Trichloressigsäure, 3% (w/v) 

Sulfonsalicylsäure, 0,2% (w/v) Ponceau-S 
Primärantikörper in 
Blocklösung 

Western-Blot in Blocklösung, Verhältnis wird für jeden 
Western-Blot spezifisch angegeben 

Sekundärantikörper  in 
Blocklösung 

Western-Blot 0.01% (v/v) anti-rabbit-IgG mit 
gekoppelter Alkalischer Phosphatase in 
Blocklösung  

TBS (“TRIS buffered 
saline”) 

Western-Blot 100 mM TRIS/HCl, pH 7.4 (20°C), 1.4 M 
NaCl 

TBST (“TRIS buffered 
saline with Tween”) 

Western-Blot 0.3% (v/v) Tween 20 in TBS 

Transferpuffer Western-Blot 39 mM Glycin, 48 mM TRIS/HCl, 
0,037% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol 

Tabelle 2-4: Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Lösungen. 
 

2.1.5 Software und Datenbanken 

Programm Anwendung Versionen, Firma Ort/ Referenz 

Allergenliste Offizielle 
Allergenliste 

International Union of 
Immunological Societies  

http://www.allergen.org 

Antheprot2000 Sequenzanalyse v5.2 release 1.1.6 http://antheprot-
pbil.ibcp.fr 

ClustalX Sequenzalignment 1.83  
DTS-Nano: 
Dispersion 
Technology Software 

Aufnahme und 
Verarbeitung von 
dynamischen 
Lichtstreudaten 

4.0, Malvern Instruments 
GmbH 

Herrenberg 

GeneDoc Analyse 
Sequenzalignment 

2.6.002  

NCBI Proteinsequenzen  http://www.ncbi.nlm.nih.
gov 
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Programm Anwendung Versionen, Firma Ort/ Referenz 

Quantity One Bildverarbeitung und -
analyse 

4.5.2, 4.5.0, BioRad München 

POVRAY Erstellen von Modell-
Abbildungen 

3.6 www.povray.org 

PROTEINLYNX 
Global Server 

Massenspektrometrie 2.2, Waters GmbH Eschborn 

RasMol  Auswertung und 
Anfärben von 
Homologie-Modellen 

v2.7.2.1 http://www.umass.ed
u/microbio/rasmol/ 

SDAP-Datenbank Structural Database of 
allergenic Proteins 

 http://fermi.utmb.edu/
SDAP/index.html 

UltraScan Auswertung 
Analytische 
Ultrazentrifugation 

6.0 (Linux), 7.2 (Linux), 
8.0 (Windows), B. 
Demeler 

http://www.ultrascan.
uthscsa.edu 

YASARA Auswertung und 
Anfärben von 
Homologie-Modellen 

Twinset 7.1.18 221 

Tabelle 2-5: Verwendete Software und Datenbanken. 
 

2.1.6 Sequenzen 
Accession-
Name 

Accession-
Number 

Bezeichnung/Protein Spezies Referenz 

AAA74579 951139 Hx Subunit precursor Blaberus discoidalis 222 
Q17127 2495187 Hexamerin precursor Blaberus discoidalis 223 
ABD47458 88657350 Bla g 8 Blattella germanica 197 
ABC86902 86160922 Arginine Kinase Blattella germanica 213 
AAP57094 37785884 Der p 20, Arginine Kinase Dermatophagoides 

pteronyssinus 
224 

CAA48654 311350 Arginine Kinase Homarus gammarus 201 
1M15 27065506 Arginine Kinase Limulus polyphemus 225 
ABI98020 115492980 Lit v 2, Arginine Kinase Litopenaeus vannamei 215 
1HCY 494086 Arthropodan Hemocyanin 

(Deoxygenated) Refined 
Using Constrained 32 Point 
Group Symmetry 

Panulirus interruptus 226 

Q25641; 
AAB09629 

2833325; 
1580792 

Allergen Cr-PI precursor;  
Per a 3.01 (C12) 

Periplaneta americana 138 

AAB09632 1531589 Per a 3.0201 (C20) Periplaneta americana 138 
AAB63595 1580797 Per a 3.0203 (C28) Periplaneta americana 143 
AAB62731 1580794 Per a 3.0202 (C13) Periplaneta americana 143 
AAX33727 0678785 Per a 2 Periplaneta americana 132 
AAX33730 60678791 Per a 6 Periplaneta americana 183 
AAT77152 50428904 Per a 9, Arginine Kinase Periplaneta americana 212 
BAA86656 6361629 Vitellogenin Periplaneta americana 227 
BAB32673 12964612 Vitellogenin-2 Periplaneta americana 228 
Q95PM9 25453077 Arginine Kinase Plodia interpunctella 199 

Tabelle 2-6: Verwendete Sequenzen. 
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2.2 Versuchstiere und Gewinnung der Extrakte 
Die Amerikanische Schabe (Periplaneta americana) wurde freundlicherweise von Bayer 
CropScience (Monheim) in Form einer Schenkung zur Verfügung gestellt. Insgesamt wurden 
zwei Schabenchargen (aus 2003 und 2005 stammend) verwendet. Bei den Tierchargen 
handelte es sich um eine Mischung aus Ootheken, verschiedenen Larvenstadien, Nymphen 
und adulten Tieren beider Geschlechter. Für die Extraktherstellung wurden zwei Methoden 
gewählt: zum einen die schonende Entnahme der Hämolymphe (HL) aus den Schaben sowie 
die Herstellung eines Ganzkörperextraktes, der in der Literatur hauptsächlich unter dem 
Begriff Crude-Extrakt (CE) oder auch Mazerat bekannt ist. 

2.2.1 Hämolymph-Extrakt (HL) 
Die Schaben wurden durch Begasung mit Kohlenstoffdioxid narkotisiert, anschließend 
dekapitiert und die austretende Hämolymphe mit einer Eppendorfpipette aufgenommen. Im 
Durchschnitt wurden auf diese Weise ca. 25 µl pro Schabe erhalten. Die ausgetretene 
Hämolymphe wurde 9:10 mit Hämolymph-Puffer versetzt, der Phenylthioharnstoff (PTU) als 
Inhibitor für Phenoloxidasen enthielt [229-231]. Während der Extraktgewinnung wurde die 
HL stets auf Eis gelagert. Die zellulären Bestandteile der Hämolymphe sowie andere 
Verschmutzungen wurden durch eine anschließende 10 minütige Zentrifugation bei 4°C und 
17380g–22000g in der Kühlzentrifuge pelletiert. Der gelblich-trübe Überstand wurde 
abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -32°C gelagert. Aus 400 Schaben konnten 
auf diese Weise ca. 10 ml gelblich-ocker-gefärbter Hämolymph-Extrakt gewonnen werden 
(Abb. 3-2). 

2.2.2 Crude-Extrakt 
200 unversehrte Schaben wurden durch Begasung mit Kohlenstoffdioxid narkotisiert und 
anschließend zusammen mit den 400 dekapitierten und HL-reduzierten Schaben mit 
flüssigem Stickstoff übergossen. Die gefrorenen Schaben wurden mit einem Mixer auf Stufe 
3 bis zur Feinpulvrigkeit homogenisiert. Zur Hemmung der Proteasen wurde der Crude-
Extrakt mit 200 ml Crude-Extrakt-Puffer versetzt. Um eine breiartige Konsistenz zu 
erreichen wurden zusätzlich ca. 300 ml Hämolymphpuffer zugesetzt. Durch eine 
anschließende 15 minütige Zentrifugation bei 4°C und 4100g in der Kühlzentrifuge oder eine 
30 minütige Zentrifugation bei 4°C und 1640g wurden die wasserlöslichen Substanzen, 
Lipide und zelluläre Bestandteile in vier deutlich unterscheidbare Schichten separiert (Abb. 
2-1).  



2 Material und Methoden 

 

Seite 28 

                      
                                             1. Zentrifugation                                  2. Zentrifugation 

d 

c 

b 

a 

 

Abb. 2-1: Crude-Extrakt von Periplaneta americana, nach der ersten und zweiten Zentrifugation. Nach 
der ersten Zentrifugation (links) hatten sich im Crude-Extrakt vier Fraktionen (a bis d) voneinander separiert. 
Dabei handelte es sich um eine Lipidschicht (a), im Extraktpuffer gelöste Schabenbestandteile (b), ein 
unbekanntes, sandartiges Pellet (c), sowie Bestandteile der Cuticula (d). Für die zweite Zentrifugation (rechts) 
wurden mittels einer Pasteur-Pipette die gelösten Schabenbestandteile (b) entnommen und erneut zentrifugiert.  

 

Die gelblich-braun-trübe Mittelschicht (b)wurde abgenommen und für eine bessere Reinheit 
erneut für 30 Min. in der Kühlzentrifuge bei 4° und 4100g zentrifugiert (Abb. 2-1). Der 
Überstand (ca. 310 ml) wurde abgenommen, aliquotiert und bis zur Weiterverarbeitung bei 
mindestens -23°C gelagert. 

2.2.3 Schabenchargen 
In dieser Arbeit wurde mit zwei Chargen an Schaben gearbeitet, von denen zum Teil 
unterschiedliche Extrakte gewonnen und anschließend aufbereitet wurden. Die nachfolgende 
Abbildung 2-2 gibt eine Übersicht über die einzelnen Chargen mit der sich anschließenden 
Reinigungsprozedur. 

Bei der ersten Charge handelte es sich um Restbestände (ca. 5 ml) an unverdünnter Hämo-
lymphe die wie in Abschnitt 2.2.1 erläutert durch Dekapitation erhalten wurden und seit 2003 
bei mindestens -24°C gelagert wurden [148]. Diese Hämolymph-Proteine wurden nach 
„Protokoll 1“ gereinigt. 

Die zweite Charge stammte aus 2005 und bestand aus 600 Individuen an Periplaneta 
americana. Diese wurden wurde für die Extraktpräparation in zwei Gruppen unterteilt: Von 
400 Tieren wurde die Hämolymphe durch Dekapitation und von 200 Tieren (+ 400 
dekapitierte, HL-reduzierte Tiere) ein Granzkörperextrakt (Crude-Extrakt) gewonnen (s. 
Abschnitt 2.2.2). Die Ganzkörperextrakte wurden nach „Protokoll 2“ und „Protokoll 3“ 
weiterverarbeitet. Die einzelnen Reinigungsprozeduren sind nachfolgend im Abschnitt 2.3 
kurz erläutert. Die Hämolymphe (HL) der zweiten Charge wurde ungereinigt für Stabilitäts 
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und immunologische Untersuchungen verwendet. In den nachfolgenden Abschnitten sind die 
einzelnen Reinigungsschritte der Protokolle kurz erläutert.  

 

Anionenaustauscher
Bio-Scale Q2

Hämolymph-
Extrakt Crude-Extrakt

Anionenaustauscher
Uno Q12 

Stufengradient

Protokoll 1
4°C

2. Charge

Protokoll 2
20°C

Protokoll 3
20°C

1. Charge

Anionenaustauscher
Uno Q12 

Linearer Gradient

Rechromatographie
Anionenaustauscher 

Bio-Scale Q2

Größenausschluss-
chromatographie

S-300 (16/60)

Größenausschluss-
chromatographie

S-300 (16/60)

Größenausschluss-
chromatographie

S-300 (26/60)

Hämolymph-
Extrakt

 

Abb. 2-2: Übersicht über die verwendeten Schabenchargen mit den sich anschließenden Protokollen.  

2.3 Proteinaufreinigung und -konzentrierung 
Da die Entwicklung der Reinigungsprotokolle ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit war, ist 
die detaillierte Aufreinigung im Ergebnisteil beschrieben und hier ist lediglich das generelle 
Vorgehen kurz dargelegt. 

Die gelagerten Proben wurden unmittelbar vor der Aufreinigung bei 1738g für die 
Hämolymphe und für den Crude-Extrakt bei 22000g für 10 Min. bei 4°C in der Kühl-
zentrifuge zentrifugiert. Auf diese Weise wurde insbesondere bei den Crude-Extrakt-Proben 
ein sandartiges ockerfarbiges Pellet erhalten. Um bei der sich anschließenden Säulenauf-
reinigung einen zu großen Druck in der Säule zu vermeiden, wurden die Proben unmittelbar 
vor jedem säulenchromatographischen Schritt durch einen Spritzenfilter mit einem Poren-
durchmesser von 0.2 µm filtriert.  

Für alle Aufreinigungen wurde ein Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-System 
(BioRad, München) verwendet, bei dem die Absorption in einem Durchflussphotometer mit 
einer optischen Weglänge von 5 mm bei 280 nm detektiert wurde. Der Fortschritt der 
Proteinaufreinigung, insbesondere im Hinblick auf die Trennung der Per a 3-Isoformen, 
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wurde nach der Säulenchromatographie mittels Gelelektrophorese überprüft (Abschnitt 2.5). 
Die detaillierten Aufreinigungsprotokolle befinden sich im Anhang (Abschnitt 8.8). 

2.3.1 Ionenaustauscher-Chromatographie für Protokoll 1 
Im ersten Reinigungsschritt wurde die Schabenhämolymphe mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie (Bio-Scale Q2 Column; 7 x 52 mm, 2 ml Säulenvolumen; BioRad, 
München) bei 4°C nach ihrer Ladung aufgetrennt. Eine Überladung der Säule wurde 
verhindert, indem die Schabenhämolymphe je nach Bedarf (ca. 1:3) mit Schabenpuffer A 
verdünnt wurde. Typischerweise wurde 1 ml des Hämolymph-Überstandes über eine Proben-
schleife bei einer Flussrate von 1 ml/Min. mit Schabenpuffer A auf die Säule aufgetragen. 
Die an die Matrix gebundenen Proteine wurden durch einen linear ansteigenden Salz-
gradienten (0-450 mM NaCl) mit Elutionspuffer A von der Matrix verdrängt. Die eluierten 
Proteine wurden in 1 ml-Fraktionen aufgefangen. 

2.3.2 Rechromatographie mittels Ionenaustauscher-Chromatographie für 
Protokoll 1 

Die Reinheit der Isoformen sollte durch eine erneute Chromatographie der voneinander 
getrennten Per a 3-Isoformen über den Anionenaustauscher verbessert werden. Es wurde das 
gleiche Reinigungsprotokoll und die gleichen Puffer wie zuvor bei der Ionenaustauscher-
Chromatographie für Protokoll 1 verwendet. 

2.3.3 Ionenaustauscher-Chromatographie für Protokoll 2 
Für diese Auftrennung wurde im Unterschied zu „Protokoll 1“, eine neue Anionen-
austauscher-Säule mit 12 ml Matrix-Volumen verwendet (Uno Q12; BioRad, München). 
Durch die achtfach höhere Kapazität (insgesamt 160 mg) der Säule konnte deutlich mehr 
Protein aufgetragen werden. Der Betrieb erfolgte bei Raumtemperatur über das oben 
beschriebene FPLC-System. In diesem Protokoll wurden die Proteine über einen Stufen-
gradienten von dem Anionenaustauscher eluiert. Üblicherweise wurden 2 ml Crude-Extrakt 
bei einer Flussrate von 1 ml/Min. mit Schabenpuffer B aufgetragen. Vorausgegangene 
Reinigungsprotokolle hatten ergeben, dass die Per a 3-Isoformen durch 80 mM NaCl (8% 
Elutionsschabenpuffer B) bzw. 150 mM NaCl (15% Elutionsschabenpuffer B) voneinander 
getrennt eluierten. Die Proteine wurden in 3 ml-Fraktionen gesammelt.  

Der Stufengradient ermöglicht es, die Per a 3-Isoformen optimal voneinander zu trennen, 
sodass eine erneute Rechromatographie wie in „Protokoll 1“ entfallen konnte.  

2.3.4 Ionenaustauscher-Chromatographie für Protokoll 3 
Gegenüber „Protokoll 2“ wurde bei diesem Reinigungsprotokoll auf den Stufengradienten 
verzichtet und stattdessen die Proteine mit einem linear ansteigenden Salzgradienten von 0-
200 mM NaCl (0-20% Elutionsschabenpuffer B) von der Anionenaustauscher-Säule (Uno 
Q12) eluiert. Typischerweise wurde 2 ml unverdünnter Crude-Extrakt bei einer Flussrate von 
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1 ml/Min. auf die Säule mit Schabenpuffer B aufgetragen und mit einem steigenden Anteil an 
Elutionspuffer B von der Säule eluiert. Die Proteine wurden in 5 ml-Fraktionen gesammelt. 

Dieses Protokoll ermöglichte eine erfolgreiche Trennung der Per a 3-Isoformen, sodass auf 
eine Rechromatographie verzichtet werden konnte. 

2.3.5 Größenausschlusschromatographie (SEC) für Protokoll 1 und 2 
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde eine Sephacryl S-300 Säule 16/60 
(Pharmacia, Erlangen) verwendet. Sie eignete sich für die Trennung von Proteinen in der 
Größenordnung von 10 kDa-1.5 MDa. Typischerweise wurden 2 ml Probenvolumen mit 
Schabenpuffer C bzw. D bei einer Flussrate von 0.5 ml/Min. auf die Säule aufgetragen und in 
3 ml-Fraktionen gesammelt. 

2.3.6 Größenausschlusschromatographie für Protokoll 3 
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde eine Sephacryl S-300 Säule 26/60 
(Pharmacia, Erlangen) verwendet. Der Unterschied zur S-300 (16/60) aus „Protokoll 1“ 
bestand bei gleichbleibender Trennstrecke in einem um 200 ml größeren Säulenvolumen. 
Typischerweise wurden 2 ml Probenvolumen mit Schabenpuffer D bei einer Flussrate von 
1.3 ml/Min. auf der Säule aufgetrennt und in 4 ml-Fraktionen gesammelt. 

2.3.7 Größenaussschlusschromatographie für Dissoziate 
Für die Trennung dissoziierter Proben nach ihrer Größe, wurde eine Sephacryl S-200 Säule 
16/60 (Pharmacia, Erlangen) verwendet. Sie eignet sich für die Trennung von Proteinen in 
der Größenordnung von 5 kDa bis 250 kDa. Es wurden 5 ml Probenvolumen mit Disso-
ziationspuffer A bei einer Flussrate von 0.5 ml/Min. auf die Säule aufgetragen. Zur 
vollständigen Elution der Proben wurde die Säule insgesamt mit einem Puffervolumen von 
252 ml gespült. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt. 

2.3.8 Aufkonzentrierung 
Nach jedem chromatographischen Schritt wurden die relevanten Fraktionen vereinigt und in 
Zentrifugalkonzentratoren mit einem Größenausschluss von 30 kDa bei 4°C und mit 1640g 
bzw. 4100g in der Kühlzentrifuge aufkonzentriert. Proteine mit einem Molekulargewicht 
kleiner als 30 kDa konnten dadurch die Membran ungehindert passieren.  

Zum Umpuffern der Proben wurden die Proteine in den Zentrifugalkonzentratoren außerdem 
mit dem mindestens zehnfachen Volumen des neuen Puffers gewaschen und erneut auf das 
benötigte Volumen eingeengt. Zum Umpuffern von Proteinproben mit PBS wurde die 
Temperatur in der Kühlzentrifuge auf 20°C eingestellt. 
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2.4 Bestimmung der Trockenmasse 
Für die Bestimmung der Trockenmasse der Extrakte wurden diese einer Gefriertrocknung 
unterzogen. Hierfür wurden die Proben zunächst bei - 32°C eingefroren, und anschließend im 
gefrorenen Zustand für mindestens 18 h an eine Gefriertrocknungsanlage angeschlossen. Die 
verbleibende Trockenmasse wurde auf der analytischen Waage bestimmt. 

2.5 Elektrophoresen und Proteindetektion 
In dieser Arbeit wurde die Polyacrylamid-Gelektrophorese mit und ohne SDS (SDS-PAGE 
und native PAGE) zur Probenanalyse verwendet. Die gefärbten Gele wurden mit dem 
Densitometer dokumentiert und mit der Software Quantity One verarbeitet und ausgewertet. 

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE beruhte auf dem System von Laemmli modifiziert nach See und Jackowski 
in einem diskontinuierlichen Puffersystem [232, 233]. Typischerweise, wurden 7.5%ige 
Trenngele (mit 0.2% Bisacrylamid) und 3.0%ige Sammelgele (0.08% Bisacrylamid) 
verwendet. Die Prozentigkeit entspricht der Gesamtmenge an Acrylamid, und charakterisiert 
somit den Vernetzungsgrad der Gelmatrix. Änderungen zu der hier angegebenen Prozentig-
keit sind in den jeweiligen Bildunterschriften explizit angeführt.  

Die Proteinlösungen wurden 1:2 mit Denaturierungspuffer verdünnt, gevortext und für 
mindestens 10 Min. bei 95°C denaturiert. Als Referenz wurde mindestens in einer Spur ein 
Proteinstandard entsprechend den Herstellerempfehlungen aufgetragen (s. Anhang 8.5). Die 
Elektrophorese wurde in einer Minigel-Kammer bei Raumtemperatur und einer Spannung 
von 100 Volt durchgeführt. Typischweise wurde der Lauf beendet, sobald die Lauffront 
0.5 cm vom unteren Gelrand entfernt war. 

2.5.2 SDS-Gradienten-PAGE 
Die SDS-Gradienten-PAGE beruhte auf dem System nach Laemmli modifiziert nach Hames 
[233, 234]. Im Gegensatz zur SDS-PAGE bestand das Trenngel nicht aus einer homogenen 
sondern einer diskontinuierlichen Matrix mit einem linearen Polyacrylamid-Gradienten. 
Dieser wurde in einer Gradientengel-Mischkammer mit einem Zwei-Kammer-System 
hergestellt und in die Gradientengel-Laufkammer gepumpt. Hierzu wurde in die vordere 
Kammer der Gradientengel-Mischkammer das Niederprozentige Trenngel eingefüllt und in 
die hintere Kammer das Hochprozentige. Durch Öffnen der Ventile wurde zunächst wird die 
Niederprozentige Lösung in die Gradientengel-Laufkammer eingefüllt und im Anschluss 
daran das Ventil zwischen den einzelnen Kammern geöffnet. Nach dem Prinzip der 
kommunizierenden Röhren konnte somit ein linear ansteigender Gradient in der 
Gradientengel-Laufkammer hergestellt werden. Es wurde ein 5-15%iger Gradient verwendet. 
Für das Sammelgel wurde wie bei der SDS-PAGE eine 3.0%ige Polyacrylamid-Matrix 
verwendet. Es wurden Gradientengele der Größe 13.5 x 15 x 0.2 cm (Breite x Höhe x Dicke) 
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verwendet. Als Referenz wurde mindestens in einer Spur ein Proteinstandard entsprechend 
den Herstellerempfehlungen aufgetragen (s. Anhang 8.5). Die Elektrophorese wurde in der 
Laufkammer bei einer Spannung von 180 V und für eine bessere Wärmeableitung bei 4°C 
durchgeführt. Der Lauf wurde beendet, wenn die Lauffront den unteren Gelrand erreicht 
hatte. 

2.5.3 Native PAGE 
Die native PAGE beruhte auf dem System von Laemmli modifiziert nach See und Jackowski 
in einem diskontinuierlichen Puffersystem [232, 233]. Im Unterschied zur denaturierenden 
PAGE wurden bei der nativen PAGE die Proben 3:4 oder auch 2:3 mit Probenpuffer (BPB) 
versetzt und die Auftrennung bei 4°C und einer Spannung von 80 V durchgeführt. Minigel-
Kammer und Spannungsquelle entsprachen denen der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phoresen. Als Referenz wurden unterschiedliche andissoziierte Hämocyanine aus unserem 
Institut verwendet. „Eurypelma-Marker“ bestehend aus andissoziierter Hämolymphe aus der 
Vogelspinne Eurypelma californicum, andissoziiertes 6-meres Hämocyanin aus der 
gewöhnlichen Languste Palinurus elephas (Palinurus-Marker, Hc P.e.), sowie eine 
Mischung aus andissoziiertem 12-meren und 6-meren Hämocyanin aus dem europäischen 
Flusskrebs Astacus astacus (Astacus-Marker, Hc A.a.). Die jeweiligen Laufprofile sind im 
Anhang dargestellt (s. Abschnitt 8.5). 

2.5.4 Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Es wurde eine horizontale isoelektrische Fokussierung mit 5%igen SERVALYT 
PRECOTES-Gelen durchgeführt. Die Durchführung fand in Anlehnung an die SERVA-
Bedienungsanleitung für isoelektrische Fokussierung statt [235]. Als Laufkammer kam eine 
modifizierte horizontale Flachbettgelkammer zum Einsatz. Zur Einstellung des pH-
Gradienten wurden die Gele mit Anodenlösung (pH 3) und Kathodenlösung (pH 10) für 
50 Min. vorfokussiert, wobei die Leistung der Spannungsquelle schrittweise von 1 auf 5 Watt 
in 10 Minuten-Abständen erhöht wurde. Bei den Elektrodenlösungen handelt es sich an der 
Anode um die Ampholyte Aspartat und Glutamat und an der Kathode um Arginin, Lysin und 
Ethylen-Diamin. Nach der Vorfokussierung wurden die zuvor mit Wasser verdünnten Proben 
mit Hilfe eines Applikatorstreifens (3.5 mm x 2 mm Taschenvolumen) auf das Gel auf-
getragen. Pro erwartete Bande wurden als Richtwert 5 µg Protein oder 5 µl Probenvolumen 
appliziert. Als Markerproteine wurde der SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10 (s. 
Anhang Abb. 8-9) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Für den eigentlichen Lauf 
wurde die Leistung auf 5 W, die Spannung auf 2000 V und die Stromstärke auf 15 mA 
limitiert. Nach mindestens 2400 Vh wurde der Lauf für SERVALYT PRECOTES-Gele 
beendet und die Proteine nach dem Protokoll der „SERVA Violet 17“-Färbung im Gel 
sichtbar gemacht (s. Anhang 8.6.4). Mit Hilfe des Densitometers wurden die Gele dokumen-
tiert und mit der Software Quantity One bearbeitet.  
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2.5.5 2D-Immungelelektrophorese 
Die 2D-Immungelelektrophorese wurde verwendet, um Bindungseigenschaften von Anti-
körpern an unterschiedliche Antigene im nativen Zustand zu charakterisieren und Proben-
zusammensetzungen zu analysieren. 

Bei der 2D-Immungelelektrophorese wurden in der ersten Dimension die Proteine in einer 
großmaschigen Agarosematrix elektrophoretisch nach ihrer Nettoladung aufgetrennt. In der 
zweiten Dimension wurden sie im 90°-Winkel zur ersten Dimension in ein zweites 
antiserumhaltiges Gel elektrophoretisiert und dort einer Elektrodiffusion unterworfen. Dabei 
bildeten sich im Äquivalenzbereich von Antigenen und Antikörpern große Immunkomplexe, 
die präzipitierten und angefärbt werden konnten. [236, 237]. 

Die 2D-Immungelelektrophorese wurde in Anlehnung an Laurell und Weeke durchgeführt 
[238, 239]: für die erste Dimension wurde eine 1% (w/v) Agaroselösung auf eine Glasplatte 
aufgegeben. Abhängig vom Probenvolumen wurden für jedes Probendepot größenangepasste 
Löcher gestanzt. Jeweils am oberen und unteren Ende der Glasplatte wurde nativer 
Probenpuffer aufgegeben.  

Für die Elektrophorese wurden diese Agaroseplatten in einer Flachbettgelkammer so 
ausgerichtet, dass das Probendepot bei der Kathode zu liegen kam und die Proben durch die 
Agarosematrix Richtung Anode wandern konnten. Als Pufferbrücke wurden größenange-
passte Blotting-Filterpapiere verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 600 V und 15°C 
durchgeführt, bis der Probenpuffer in das gegenüberliegende Filterpapier eingewandert war 
(ca. 30 Min.).  

Für die zweite Dimension wurde als Trägermaterial auf die Maße 4 cm x 5 cm (Breite x 
Höhe) zugeschnittener Gelbond®film verwendet. Ausgeschnittene Agarosestreifen der ersten 
Dimension (Maße 1 cm x 4 cm) wurden auf die Gelbond®filmbreite aufgebracht. Direkt an 
diesen Agarosestreifen anschließend wurde die zweite Dimension mit antiserumhaltiger 
Agarosematrix gegossen. Hierzu wurden kurz vor Aufgabe 2 ml (ca. 45°C warme) Agarose-
lösung mit spezifischem Antikörperserum vermischt. Spezifische Angaben zum Anti-
körperserum sind separat in den jeweiligen Versuchen angegeben. Der Gelbond®film mit der 
erstarrten Argarose wurde für die Elektrophorese in der Flachbettgelkammer erneut so 
ausgerichtet, dass die Proteine von der ersten Dimension (Kathode) in Richtung Anode in die 
zweite Dimension einwandern konnten (Abb. 2-3). 
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Abb. 2-3: Laufrichtungen der Proben in der 2D-Immungelelektrophorese. 
 

Für den Lauf bei 15°C wurden als Pufferbrücke erneut größenangepasste Blotting-Filter-
papiere verwendet und über Nacht eine Spannung von 300 V angelegt. Unter diesen 
Bedingungen konnten die Proteine elektrophoretisch wandern und bildeten im Äquivalenz-
bereich von Antigenen und Antikörpern Präzipitate [106]. Nicht präzipitierte Antikörper und 
Antigene wurden durch in Tabelle 2-7 aufgeführten Wasch- und Trockenschritte aus den 
Gelen ausgewaschen.  

Zeit Schritt Lösung 
5 Min. Trocknen  
10 Min. Waschen  0.6% (w/v) NaCl  
5 Min. Trocknen  
10 Min. Waschen  0.6% (w/v) NaCl 
5 Min. Trocknen  
10 Min. Wässern Wasser 
5 Min. Trocknen  
15-20 Min. vollständiges Trocknen Unter warmen Luftstrom 

Tabelle 2-7: Wasch- und Trockenprotokoll der 2D-Immungelelektrophorese. 
 

Die präzipitierten Antigen-Antikörper-Komplexe wurden mittels Immuno-Coomassie-
Färbung in den Agarosegelen sichtbar gemacht, anschließend mit dem Densitometer 
dokumentiert und bei Bedarf mit Quantity One bearbeitet. 

2.5.6 Silberfärbung 
Der Proteinnachweis auf der PAGE erfolgte unter Modifikation einiger Inkubationsschritte 
mit der Silberfärbung nach Nesterenko in Anlehnung an Blum (s. Anhang 8.6.1). Die 
Nachweisgrenze dieser Färbung lag bei ca. 10 ng pro Proteinbande [240]. Bei dieser Färbung 
war ein quantitativer Nachweis nicht möglich, da gleiche Mengen verschiedener Proteine mit 
unterschiedlicher Intensität färben und die Färbung auch nur schwer zu reproduzierbar war 
[241].  
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2.5.7 Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung erfolgte nach der Methode von See und Jackowski mit Coomassie- 
Brilliant Blue R 250 [232] (s. Anhang 8.6.3). Die Nachweisgrenze bei dieser Färbung lag im 
Bereich oberhalb von 0.2 µg pro Proteinbande [242].  

2.5.8 Zinkfärbung 
Die Zinkfärbung erfolgte nach Fernandez-Patron et al. (s. Anhang 8.6.2) [243]. Die Sensitivi-
tät dieser Färbung war höher als die der Coomassie-Färbung jedoch niedriger als die der 
Silberfärbung [242].  

2.5.9 SERVA Violet 17-Färbung 
Die SERVA Violet 17-Färbung wurde zum Proteinnachweis der isoelektrisch fokussierten 
Gele nach Herstellerangaben verwendet (s. Anhang 8.6.4) [235].  

2.5.10 Immuno-Coomassie-Färbung 
Diese Färbung wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt (Tabelle 2-8). Im Unterschied 
zu den übrigen Färbungen erfolgte sie nicht auf dem Schüttler. 

Zeit Schritt Lösung Zusammensetzung 

5-10 Min. Färbung Färbelösung 
5 g Commassie G 250,  
400 ml Methanol, 500 ml H2O, 
100 ml Essigsäure 

kurz schwenken Waschen Wasser  

Immungel beobachten Entfärben Entfärbelösung 1 l Isopropanol, 418 ml 
Essigsäure, 1082 ml H2O 

kurz schwenken Waschen Wasser  

Immungel beobachten Trocknen Im warmen Luftstrom 
trocknen  

Tabelle 2-8: Durchführung der Immuno-Coomassie-Färbung. 
 

2.5.11 Aktivitätsfärbung 
Die Aktivitätsfärbung wurde zum Nachweis der Diphenoloxidase-Aktivität von Proteinen im 
nativen Gel in Anlehnung an Nellaiappan and Vinayakam durchgeführt [244]. Hierzu wurde 
3-Methyl-2-Benzothiazoslin-Hydrazon (MBTH) in Wasser an Stelle von Ethanol gelöst und 
eine MBTH-Konzentration von 0.3 mM verwendet. Um die Autooxidation des Substrates 
(z.B. Dopamin) herabzusetzen, wurde direkt im Anschluss an die Elektrophorese der 
alkalische Elektrophoresepuffer durch eine mindestens 15 minütige Inkubation in 
Phosphatpuffer A ausgetauscht. Anschließend wurde das Gel in der Färbelösung für 
mindestens 30 Min. inkubiert und mit dem Densitometer die Färbung dokumentiert (s. 
Anhang 8.6.5). Die Farbreaktion ist im Abschnitt 2.11 genauer erläutert. Eine Zuordnung der 
enzymatischen Aktivität zu definierten Proteinbanden erfolgte durch eine anschließende 
Coomassie-Färbung. 
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2.5.12 Western-Blot 
Das Western-Blotting wurde verwendet, um Bindungseigenschaften von Antikörpern an 
unterschiedliche Antigene im nativen und denaturierten Zustand zu charakterisieren und 
Probenzusammensetzungen zu analysieren. 

Dazu wurden die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschließend nach der 
Methode des „Semi-Dry“-Blottens von Kyhse-Andersen über Elektrotransfer auf eine Nitro-
zellulosemembran überführt [245]. Die Immundetektion erfolgte über indirekte Antikörper-
markierung in Anlehnung an Towbin et al. [246]. Das komplette Blot-Protokoll ist in Tabelle 
2-9 zusammengefasst wird nachfolgend ausführlicher beschrieben. 

Schritt Inkubationsdauer Lösung 
Inkubation des Gels und der 
Nitrocellulose-Membran 

30 Min. (RT) Transferpuffer 

Blotting 2 h (RT), 0.8 mA*cm-2 2x10 mit Transferpuffer getränkte 
Filterpapiere  

Anfärben der geblotteten 
Proteine auf der Membran 

1 Min. (RT) „Ponceau-S“-Lösung 

Waschen bis Proteinbanden entfärbt (RT) TBST 
Absättigung freier 
Bindungsstellen 

1-2 h (4°C) Blocklösung 

Primärantikörper über Nacht (4°C) Primärantikörper in Blocklösung 
Waschen 4 x 10 Min. (4°C) TBST 
Sekundärantikörper 1-2 h (4°C) Sekundärantikörper in 

Blocklösung 
Waschen  4 x 10 Min. (4°C) TBST 
Entwickeln bis Banden sichtbar (RT) Entwicklungslösung 
Waschen 2x kurz (RT) Wasser 

Tabelle 2-9: Protokoll für Western-Blotting. 
 

Für das Blotten wurden das Gel direkt im Anschluss an die Elektrophorese und die 
Nitrocellulose-Membran für maximal 30 Min. in Transferpuffer inkubiert und wie in Abb. 
2-4 schematisch dargestellt, in der horizontalen Blot-Apparatur mit in Transferpuffer 
getränkten Blotting-Filterpapieren geschichtet. 

 

                + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

 

Abb. 2-4: Aufbau der Semi-Dry-Blot-Apparatur. 

 

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran 
erfolgte bei einer Stromstärke, die sich mit 0.8 mA*cm-2 nach der Gelgröße richtete und 

Kathode

10 getränkte Filterpapiere 

10 getränkte Filterpapiere 

Nitrocellulose-Membran 
Gel 

Anode 
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während des zweistündigen Transfers konstant gehalten wurde. Mittels der reversiblen 
Ponceau-S-Färbung wurde der erfolgreiche Transfer der Proteine auf die Blot-Membran 
überprüft. (Tabelle 2-9). Freie Protein-Bindungsstellen auf der Membran wurden durch eine 
Inkubation in Blocklösung abgesättigt, wodurch bei der Antikörpermarkierung die Hinter-
grundfärbung der Immundetektion herabgesetzt werden konnte. Die Verdünnung des Primär-
antikörpers in der Blocklösung war abhängig von der Art des Antiserums und wird für jeden 
Western-Blot separat in der Bildunterschrift angeben. Die Primärantikörper dienten dem 
spezifischen Nachweis des zu untersuchenden Proteins, bzw. dem Nachweis von Protein-
ähnlichkeiten (Kreuzreaktivitäten). Nicht gebundene Antikörper wurden durch mehrmaliges 
Waschen in TBST von der Membran entfernt. Zum Nachweis der Primärantikörper wurde 
ein anti-rabbit-IgG- Sekundärantikörper mit gekoppelter alkalischer Phosphatase verwendet. 
Dieser Sekundärantikörper erkannte die artspezifischen Fc-Fragmente der Primärantikörper. 
Freie Sekundärantikörper wurden durch erneutes mehrmaliges Waschen der Membran in 
TBST entfernt. Die Visualisierung der Antikörpermarkierung fand durch den enzymatischen 
Umsatz der Substrate BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat-p-toluidinsalz) und NBT 
(p-Nitrobluetetrazolium) statt [247]. Hierbei wurde von der alkalischen Phosphatase das 
BCIP zu einem blauen Produkt dephosphoryliert und gleichzeitig das NBT zu einem 
violetten schwerlöslichen Niederschlag reduziert. Die getrocknete Membran wurde mit dem 
Densitometer dokumentiert und bei Bedarf mit der Scan-Software Quantity One bearbeitet. 
Generell wurden bei jedem Western-Blot Positiv- und Negativ-Kontrollen eingesetzt.  

2.6 Spektroskopische Analysemethoden 

2.6.1 Absorptionsspektroskopie und Proteinkonzentrationsbestimmung 
Die Absorptionsmessungen erfolgten an einem Zweistrahl-Absorptionsphotometer, welches 
mit einem temperierbaren Küvettenhalter ausgestattet war, der durch ein Wasserbad reguliert 
werden konnte. Alle Messungen wurden bei 20°C und in Quarzküvetten mit einer optischen 
Weglänge von 1 cm durchgeführt. Für UV/Vis-Spektren wurde in 1 nm-Schritten mit 
600 nm/Min. die Absorption detektiert und bei Bedarf die Probe mit dem jeweiligen Puffer 
verdünnt. Konzentrationsbestimmungen wurden über Absorptionsmessungen bei 280 nm 
nach Lambert-Beer vorgenommen. Als spezifischer Extinktionskoeffizient wurde bei 280 nm 
1.65 [l/(g*cm)] für Per a 3.03 und 1.44 [l/(g*cm)] für P II verwendet [148]. Der spezifische 
Extinktionskoeffizient bei 280 nm wurde für die Hämolymphe der zweiten Charge in dieser 
Arbeit mit 1.4 [l/(g*cm)] und für den Crude-Extrakt mit 2.0 [l/(g*cm)] wie im Abschnitt 
2.6.4 erläutert bestimmt (Abschnitt 3.1.1.2). Der spezifische Extinktionskoeffizient bei 280 
nm wurde für die Hämolymphe der ersten Charge mit 1.5 [l/(g*cm)] angenommen (Abschnitt 
3.1.1.2). Für Per a 9 wurde der spezifische Extinktionskoeffizient bei 280 nm mit 
0.92 [l/(g*cm)] aus der Sequenz bestimmt (Abschnitt 3.4.1). Alle Messungen wurden gegen 
die Absorption der Küvette mit dem entsprechenden Lösungsmittel korrigiert. 
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Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden außerdem zwei kalorimetrische Methoden 
verwendet: der Lowry-Assay und der Bradford-Assay. Die Proben beider Methoden wurden 
in Einmalküvetten im Zweistrahl-Absorptionsphotometer vermessen. 

2.6.2 Lowry-Assay 
Es wurde der modifizierte Lowry-Assay nach Pierce verwendet, der auf einer veränderten 
Biuret-Reaktion mit einem Folin-Ciocalteu Reagenz basierte [98, 248]. Bei dieser Reaktion 
komplexieren in alkalischer Lösung Cu2+ Ionen mit der Peptidbindung oder auch Tyrosin-
Resten zu einem farbigen (blau-violetten) Kupfer-Protein-Komplex [249]. Die Sensitivität 
der Biuret-Reaktion ist durch Zugabe des gelben Folin-Ciocalteu Reagenz, welches 
Molybdän- und Wolfram-Heteropolysäuren enthält, deutlich erhöht. Die detaillierte Reaktion 
ist jedoch nicht bekannt; wahrscheinlich werden die Cu2+-Ionen des Kupfer-Protein-
Komplexes zu Cu+ reduziert, die ihrerseits mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz zu einem 
Farbkomplex reagieren. Dieser Farbkomplex, bestehend aus einem Mischoxid aus sechs-
wertigem und fünfwertigem Molybdän, wurde bei 750 nm detektiert [236, 249-251].  

In dieser Arbeit wurden für einen besseren Vergleich zwei Proteinstandards verwendet: 
lyophilisiertes Rinderserumalbumin (BSA) und gereinigtes Hämocyanin von Palinurus 
elephas aus unseren Institutsbeständen. Als Punkte für die Eichgerade wurden die Mittel-
werte von Dreifachbestimmungen verwendet, die mit jeweils 0, 5, 50, 250 und 500 µg/ml 
Proteinstandard erhalten wurden. Die Proteinbestimmungen wurden nach folgendem 
Protokoll durchgeführt: 

• 200 µl Probe bzw. Standard mit 1 ml modifiziertem Lowry-Protein-Reagenz mischen 
und für exakt 10 Min. bei Raumtemperatur inkubierten 

• Zugabe von 100 µl Folin-Ciocalteu Reagenz (2X Folin-Ciocalteu Reagenz zuvor 1:2 
mit Phosphatpuffer B verdünnt) und Invertieren der Proben 

• 30 Min. Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur 
• Messung der Absorption bei 750 nm 

2.6.3 Bradford-Assay 
Für die quantitative Proteinbestimmung wurde der Bio-Rad Protein Assay mit der 
Microassay Methode entsprechend den Herstellerangaben verwendet [252]. Dieser basierte 
auf der Methode nach Bradford [253]. Der in diesem Assay enthaltene Coomassie®Brilliant 
Blue G-250-Farbstoff absorbierte im sauren Milieu frei gelöst maximal bei 465 nm. An 
Proteine gebunden trat eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums des 
Farbstoffes zu 595 nm auf [100, 254]. Die Bindung an Protein erfolgte bevorzugt an Arginin 
sowie an weitere basische und auch aromatische Aminosäuren [99]. Dadurch konnte die 
Wahl der Eichproteine für die Genauigkeit der Probenkonzentrationsbestimmung 
entscheidend sein. In dieser Arbeit wurden als Eichproteine lyophilisiertes Rinderserum-
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albumin (BSA) bzw. Hämocyanin von Palinurus elephas in den Konzentrationen 1.2, 3.0, 
5.0, 7.5 und 10.0 µg/ml verwendet. Für alle Standards wurden die Mittelwerte von Dreifach-
bestimmungen verwendet. Als Leerwert diente Phosphatpuffer B mit Bradford-Reagenz. Bei 
den Proteinbestimmungen wurde darauf geachtet, dass alle Proben einer Versuchsreihe über 
einen identischen Zeitrahmen, der mindestens 10 Min. betrug, mit dem Reagenz bei 
Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschließend wurde die Absorption bei 595 nm 
photometrisch bestimmt. 

2.6.4 Spezifischer Extinktionskoeffizient 
Die Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten unterschiedlicher Proben und 
Extrakte fand über eine photometrische und/oder mathematische Methode statt.  

Die mathematische Methode basierte auf der Proteinsequenz bzw. derAminosäurezusammen-
setzung des Proteins und war in dem Programm-Paket „Antheprot“ implementiert, welches 
ebenfalls für Sequenzanalysen verwendet wurde (s. Abschnitt 2.14.2).  

Für die photometrische Methode wurden die Proben zuvor in Phosphatpuffer B umgepuffert 
und anschließend deren Absorption bei 280 nm detektiert. Von der selben Probe wurde 
mittels Bradford- und Lowry-Assay die Konzentration bestimmt, sodass über das Lambert-
Beersche Gesetz der spezifische Extinktionskoeffizient errechnet werden konnte.  

2.6.5 Dynamische Lichtstreuung 
Die dynamische Lichtstreuung wurde verwendet, um die Moleküldimensionen von Per a 9 zu 
bestimmen.  

Hierfür wurde die Streulichtintensität im 173°-Winkel zum einfallenden Laserlicht (633 nm) 
im dynamischen Lichtstreuspektrometer gemessen. Dieses Gerät konnte einen Partikel-
größenbereich von 0.6 nm bis 6 µm erfassen. Für die Messung wurde die Niedrig-Volumen-
Glasküvette mit 75 µl Probenvolumen gefüllt und als Messparameter die Partikelgröße 
(Messtyp „Size“) gewählt. In diesem Messmodus wurde die Brownsche Molekularbewegung 
über die Streulichtintensität als primäres Messsignal gemessen. Dafür wurden zwei 
Messungen im Abstand von 100 µsec bei 20°C durchgeführt und korreliert [255]. Basierend 
auf den unterschiedlich schnellen Bewegungen von kleineren und größeren Molekülen 
wurden in eine automatisierten Prozess eine Korrelationsfunktion definiert, aus der über 
Kurvenanpassung der Diffusionskoeffizient der Moleküle bestimmt wurde. Aus diesem 
Diffusionskoeffizienten konnte nach der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 2-1) der 
hydrodynamische Radius der diffundierenden Proben errechnet werden [256]. 
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D= Diffusionskoeffizient [m2/s] 

k= Boltzmann-Konstante [J/K] 

T= Temperatur [K] 

η0= Viskosität des Lösungsmittels [N*s/m2] 

Rh= hydrodynamischer Radius des diffundierenden  
       Teilchens [m] 

Gleichung 2-1: Zusammenhang von Diffusionskoeffizient und hydrodynamischem Radius. Für die 
Viskosität des Lösungsmittels wurde die des Wassers bei 20°C verwendet. 
 

Diese Auswertung war in der verwendeten DTS-Nano Software „Dispersion Technology 
Software, Version 4.0“ des Herstellers implementiert.  

2.7 Massenspektrometrie 
Für die Zuordnung einzelner isolierter Proteinproben zu bekannten Sequenzen wurden die 
Proteine nach tryptischem Verdau und anschließender Flüssigkeitschromatographie mittels 
ESI-Q-TOF (electrospray ionization-quadrupole time-of-flight) massenspektrometrisch 
analysiert. Diese Analyse wurde freundlicherweise von Dr. Stefan Tenzer (AG Schild, 
Institut für Immunologie, Johannes Gutenberg-Universität Mainz) durchgeführt. 

2.7.1 Proteinseparation und tryptischer Verdau 
Hierzu wurden die zum Teil gereinigten Proteinproben zunächst auf einer 10%igen SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie R-250- oder Zink angefärbt 
(Abschnitt 8.6.2). Proteinbanden von Interesse wurden ausgeschnitten, Coomassie-gefärbte 
Proben entfärbt, die Polyacrylamid-Matrix zerkleinert und anschließend getrocknet. In 
Gegenwart von 2 mM Dithiothreitol wurden die Proben reduziert und anschließend bei 55°C 
für 1 h mit 20 mM Iodacetamid alkyliert. Die Proben wurden gewaschen und getrocknet und 
im Anschluss daran mit 1 g Trypsin pro Gelstück bei 37°C über Nacht verdaut. Die 
entstandenen Peptide wurden in einen Autosampler (Waters GmbH, Eschborn) für die 
Peptidanalyse mittels Flüssigkeitschromatographie transferiert. 

2.7.2 Flüssigkeitschromatographie 
Für die kapillare Flüssigkeitschromatographie wurde das nanoACQUITY UPLC System™ 
(Waters GmbH, Eschborn) mit einer nanoACQUITY UPLC™ Symmetry C18 Umkehr-
phasensäule (C18, 100 µm x 10 cm) verwendet. Es wurden 2 µl Probe in 3% mobile Phase B 
(100% Acetonitril in 0.1% Ameisensäure) auf die Säule aufgetragen und mit einem linear 
ansteigenden Gradienten von 3-40% der mobile Phase B über 100 Min. bei einer Flussrate 
von 300 nl/ Min. eluiert. Die wässrige mobile Phase (mobile Phase A) enthielt 0.1% 
Ameisensäure in Wasser. Die Säule wurde anschließend 10 Min. mit 90% an mobiler Phase 
B gespült und abschließend wieder mit 3% an mobiler Phase B für 20 Min. äquilibriert. Die 
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auf diese Weise chromatographierten Proben konnten anschließend massenspektrometrisch 
untersucht werden. 

2.7.3 ESI-Q-TOF 
Die massenspektrometrische Analyse der tryptischen Peptide wurde mittels Waters Q-TOF 
Premier System (Waters GmbH, Eschborn) nach der Elektrospray-Ionisierungsmethode (ESI) 
durchgeführt. Für sämtliche Messungen wurde das Massenspektrometer im V-Modus mit 
einem typischen Auflösungsvermögen von mindestens 10 000 FWHM (Halbwertsbreite) 
betrieben. Das Massenspektrometer wurde mit einer [Glu1]Fibrinopeptid-Lösung 
(500 fmol/µl) kalibriert, die durch den Referenzsprayer der NanoLockSpray Quelle geliefert 
wurde. Die Beladung des Lock-Massen-Kanals fand alle 30 sek statt. Zur Identifizierung der 
Fragmente wurde das Gerät im „data-directed acquisition mode“ betrieben und es wurden die 
drei stärksten Peaks für die Fragmentierung ausgewählt. Es konnten jederzeit bis zu drei 
Vorläuferionen für die Analyse ausgewählt werden. Während der Probenanalyse wurden vier 
Tandem-Massenspektrometrie-Spektren von jedem ausgewählten Ion aufgenommen. Die 
Fragmentierung der ausgewählten Ionen wurde über eine Kollision mit Argon-Atomen 
erreicht. Die Kollidierungsenergie variierte von 15 bis 35 eV, abhängig von der Masse und 
Ladung der Vorläufer-Ionen. Die Integrationszeit für die TOF-Analyse war 1 sek. 

2.7.4 Auswertung der Spektren 
Die Daten der Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie-Spektren 
(LCMSMS) wurden verarbeitet und mittels PROTEINLYNX GLOBAL SERVER (Ver 2.2, 
Waters GmbH, Eschborn) durchsucht.  

Die Proteinidentifikation geschah über eine Datenbanksuche, die alle bekannten Sequenzen 
der Unterordnug Blattodea enthielt. Es wurde sowohl nach den Vorläufer- als auch nach den 
fragmentierten Daten aus der Massenspektrometrie gesucht. Die Massen-Fehler-Toleranz-
Werte waren dabei typischerweise kleiner als 5 ppm. 

Die Peptid-Identifizierung war auf tryptische Peptide mit nicht mehr als einer verfehlten 
Schnittstelle eingeschränkt. Zur Identifizierung der homologen Peptide wurde eine 
automatische Anfrage (Automod-Query) verwendet, die bis zu zwei Aminosäure-Austausche 
pro Peptid erlaubte. Alle identifizierten Peptid-Sequenzen wurden über manuelle Über-
prüfung der Fragmentspektren verifiziert. 

2.8 Analytische Ultrazentrifugation 
Die Analytische Ultrazentrifuge wurde mit dem An50 Ti-Rotor für Sedimentations-
geschwindigkeitsläufe zur Bestimmung der Proteingestalt und Homogenität der Probe sowie 
für Sedimentationsgleichgewichtsläufe zur Bestimmung des Molekulargewichts betrieben. 
Vor jedem Lauf wurde von den Proben ein Absorptionsspektrum zur Probenkontrolle bzw. 
zur Ermittlung der optimalen Messwellenlänge für Absorptionsmessungen aufgenommen. 
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Als Richtwert wurde bei der Messwellenlänge eine Absorption von 1 angestrebt. Ab-
sorptionsmessungen zeichneten sich durch eine hohe Sensitivität aus, da die Möglichkeit 
bestand die Detektionswellenlänge so zu variieren, dass eine Detektion im UV-Bereich 
erfolgte und somit eine Verwendung von relativ geringen Proteinkonzentrationen möglich 
war.  

2.8.1 Sedimentationsgeschwindigkeitslauf 
Ziel der Sedimentationsgeschwindigkeitsversuche war zum einen die Homogenität isolierter 
Proteine und zum anderen deren Gestalt im Hinblick auf Oligomerisierung bzw. Dissoziation 
zu bestimmen. 

Hierzu wurde im Sedimentationsgeschwindigkeitslauf (Sedimentationslauf) die Geschwin-
digkeit eines unter dem Einfluss von Zentrifugal-, Auftriebs- und Reibungskraft sedimen-
tierenden Teilchens zeit- und ortsaufgelöst gemessen [257]. Das Fortschreiten der 
Sedimentation (Sedimentationsfront) wurde mittels Absorptionsmessungen bei einer oder 
mehreren Wellenlängen verfolgt. Die Rotorgeschwindigkeit wurde so gewählt, dass die 
Proteinproben ausreichend schnell im Schwerefeld sedimentieren konnten. Gleichzeitig 
wurde darauf geachtet, dass die Rückdiffusion möglichst gering gehalten wurde und vor dem 
Pelletieren der Proteine mindestens 15 Messungen der Sedimentationsfront möglich waren. 
Die Sedimentation der Proben ist durch die Svedberg-Gleichung beschrieben (Gleichung 2-2) 
[258]. 
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S = Sedimentationskoeffzient[ 10-13s= 1S] 
v = Teilchengeschwindigkeit [m/s] 
Ω = Winkelgeschwindigkeit [1/s] 
r = Radius [m] 
M = Molmasse [g/mol] 

Pν  = partielles spezifisches Volumen Protein [cm3/g] 
ρ L = Lösungsmitteldichte [g/cm3] 
NA = Avogadro-Zahl = 6,022*1023 [1/mol] 
f = Reibungskoeffizient [kg/s] 

Gleichung 2-2: Svedberg-Gleichung. Als partielles spezifisches Volumen wurde für der für Proteine übliche 
Standardwert von 0.72 [cm3/g] verwendet [259]. Die Lösungsmitteldichte wurde von UltraScan unter Angabe 
der Zusammensetzung des Lösungsmittels errechnet.  
 

Für einen solchen Sedimentationslauf wurden die Doppelsektorzellen nach Herstellerangaben 
entweder mit Saphir- oder Quarzgläsern zusammengesetzt und befüllt. Es wurde darauf 
geachtet, dass generell ein größeres Puffervolumen in den Referenzsektor eingefüllt wurde 
als Probenvolumen (Richtwerte: 420 µl Puffer, 400 µl Probe). Einzelne Parameter wie z.B. 
Rotorgeschwindigkeit, Temperatur und optisches System wurden dem jeweiligen Versuchs-
aufbau angepasst und sind daher in den jeweiligen Ergebnissen separat aufgeführt. Die 
Auswertung der Sedimentationsgeschwindigkeitsläufe erfolgte nach der „(enhanced) van 
Holde Weischet“ Methode [260] und wurde mit der Finite-Elemente-Methode nach Demeler 
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und Saber analysiert [261, 262]. Beide Methoden waren in die Software UltraScan (Linux-
Plattform: Version 6.0 oder Version 7.2; Windows-Plattform Version 8.0) implementiert. 

Die „(enhanced) van Holde-Weischet“ Methode basierte auf der Tatsache, dass die Sedimen-
tation proportional zur Zeit und die Diffusion jedoch proportional zur Quadratwurzel der Zeit 
ist. Daher konnte bei einer Extrapolation auf unendliche Zeit der Anteil der Diffusion aus der 
Sedimentationsfront herausgerechnet werden [263]. Hierzu wurde jede einzelne Sedimen-
tationsfront in horizontale „Divisions“ unterteilt (auch als „boundary fractions“ bezeichnet) 
und für jeden dieser Punkte wurde ein apparenter Sedimentationskoeffizient errechnet. Diese 
apparenten Sedimentationskoeffizienten sind beim „Extrapolation-Plot“ gegen den Kehrwert 
der Quadratwurzel der Zeit für jeden einzelnen Scan aufgetragen. Die Extrapolation der 
apparenten Sedimentationskoeffizienten einer „boundary fraction“ lieferte am Schnittpunkt 
mit der y-Achse (unendliche Zeit) einen auf die Diffusion korrigierten Sedimentations-
koeffzienten. Die Einbeziehung mehrerer Scans ergab somit eine Verteilung an korrigierten 
Sedimentationskoeffizienten, die manuell zu Gruppen zusammengefasst werden konnten. Im 
“Distribution-Plot” sind diese Ergebnisse als korrigierte S-Werte gegen die „boundary 
fractions“ aufgetragen. Unter Einbeziehung der Temperatur und der Lösungsmitteldichte 
konnte ein korrigierter Sedimentationskoeffizienten (S20,W) erhalten werden. 

Die „(enhanced) van Holde-Weischet“ Methode ist bisher die einzige Methode, mit der es bei 
einem Sedimentationsgeschwindigkeitslauf polydisperser Lösungen möglich ist korrigierte 
Sedimentationskoeffzienten zu erhalten [263, www.ultrascan.uthscsa.edu]. 

2.8.2 Sedimentationsgleichgewichtslauf 
Der Sedimentationsgleichgewichtslauf wurde zur Bestimmung des Molekulargewichts 
isolierter Proteine in Lösung verwendet.  

Hierzu wurde die Sechsersektorzelle nach Herstellerangaben zusammengesetzt und befüllt. 
Der Lauf wurde im Absorptionsmodus bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten für je 24 h 
durchgeführt, wodurch in Abhängigkeit zur Geschwindigkeit unterschiedliche Konzen-
trationsverteilungen in der Zelle eingestellt werden konnten. Voraussetzung dieser Methode 
war, dass in einem niedrigen Sedimentationsfeld nach 24 h ein stationärer Zustand erreicht 
war, bei dem sich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentationskraft und Diffusion eingestellt 
hat. Der stationäre Zustand wurde als bestätigt angesehen, wenn das exponentielle Konzen-
trationsprofil der Proben sowohl nach 23 h als auch nach 24 h übereinstimmte. Dieses 
entsprach bei idealen Lösungen mit einer Proteinspezies einer Boltzmann-Verteilung. Die 
Auswertung der Messungen erfolgte in UltraScan Version 7.2 (Linux-Plattform) mit dem 
Global Fit-Algorithmus, mit dem eine nicht-lineare Datenanpassung mehrerer Einzelmes-
sungen basierend auf Gleichung 2-3 durchgeführt wurde [264, www.ultrascan.uthscsa.edu]:  
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X = Radius [m] 
Xr = Referenzradius [m] 
A = Amplitude  
D = Dichte [cm3/g] 
B = Baseline 
T = Temperatur [K] 

M =Molekulargewicht [g/mol] 
νP = partielles spezifisches  
    Volumen [g/cm3] 
ω = Winkel- 
         geschwindigkeit [m] 
R = Gaskonstante 
  = 8.314 [J/(mol*K)]  

Gleichung 2-3: Gleichung für den Global Fit-Algorithmus für ein ideales Einkomponentsystem. 
 

Wenn nicht anders beschrieben, wurden bei der Datenanpassung sowohl die Baseline als 
auch das partielle spezifische Volumen des Proteins fixiert, eine Korrektur hinsichtlich 
Lösungsmitteldichte durchgeführt und ein ideales Einkomponentensystem angenommen. Als 
partielles spezifisches Volumen wurde der für Proteine übliche Standardwert von 
0.72 [cm3/g] verwendet [263]. 

2.9 Stabilität gegenüber chaotropen Reagenzien 
Die Herstellung von Monomeren war sowohl für die Fragestellung, ob sich die Per a 3- 
Hexamere aus immunologisch unterscheidbaren Untereinheiten zusammensetzten, als auch 
für den Vergleich der immunologischen Potenz von hexameren Per a 3-Proteinen gegenüber 
monomeren Per a 3-Proteinen von großem Interesse.  

Da die Austestungen der optimalen Dissoziationsbedingungen einen wesentlichen Bestandteil 
dieser Arbeit darstellten, sind die Dissoziationsbedingungen in den Ergebnissen (Abschnitt 
3.3.2.7) detailliert dargelegt. Die prinzipielle Methodik ist hier kurz erläutert  

Die Proben wurden mit Dissoziationspuffer versetzt und für mindestens fünf Tage bei 20°C 
inkubiert. Um den Einfluss der Proteinkonzentration auf die Reassoziation beurteilen zu 
können wurden dabei verschiedene Proteinkonzentrationen von 0.15 bis 0.71 mg/ml einge-
setzt. Nach der Inkubation wurden die Proben bei Bedarf in Zentrifugalkonzentratoren 
aufkonzentriert und umgepuffert (s. Abschnitt 2.3.8).  

2.10 Stabilität gegenüber unterschiedlichen pH-Werten 
Die Stabilität der Per a 3-Isoformen gegenüber ausgewählten pH-Werten war von 
besonderem Interesse im Hinblick auf den lysosomalen Abbauweg, den Allergene für die 
Antigenpräsentation u.a. in dendritischen Zellen durchlaufen.  

Für diese Untersuchungen wurden die Proben 1:66 mit dem jeweiligen Puffer verdünnt und 
für sieben Wochen bei 37°C inkubiert. Die Stabilität wurde nach 24 h, einer Woche und nach 
sieben Wochen mittels nativer PAGE, Western-Blot sowie mittels Sedimentationsläufen in 
der analytischen Ultrazentrifuge überprüft. Es wurden folgende Puffersysteme und pH-Werte 
verwendet: 0.1 M Citratpuffer (pH 3.5), 0.1 M Phosphatpuffer D (pH 6.0), 0.1 M Phosphat-
puffer C (pH 6.5) und Schabenpuffer D (pH 7.8 bei 20°C). Mit Schabenpuffer D wurden 
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zwei Proben versetzt: eine wurde als Kontrolle bei 4°C gelagert, die andere bei 37°C. Da der 
pH-Wert von TRIS-Puffer mit -0.028 pH/K eine starke Temperaturabhängigkeit aufwies 
wurde die in Schabenpuffer D bei 37°C gelagerte Probe bei pH 7.3 und die bei 4°C gelagerte 
Probe bei pH 8.2 inkubiert.  

2.11 MBTH-Assay: Dot-Blot auf PVDF-Membran 
Der MBTH-Assay wurde zur Identifizierung der Phenoloxidase-Aktivität in verschiedenen 
Proben verwendet. Hierzu wurde er auf zwei unterschiedlichen Matrizen mit je zwei 
unterschiedlichen Substraten (Tyramin und Dopamin) angewendet: zum einen in Form der 
Aktivitätsfärbung von nativen Proteinen, welche zuvor mit Polyacrylamid-Gelen elektro-
phoretisch getrennt wurden. Diese zur Bandenidentifizierung verwendete Färbemethode 
wurde bereits in Abschnitt 2.5.11 kurz vorgestellt. Zum anderen erfolgte der Test auf Phenol-
oxidaseaktivität als Schnelltest im Dot-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran. Beiden 
Methoden lag der gleiche Reaktionsmechanismus zu Grunde der im Folgenden kurz am 
Beispiel des Tyramins erläutert wird (Abb. 2-5).  

Unter der Bezeichnung Phenoloxidase(aktivität) sind zwei Aktivitäten zusammengefasst: die 
Monophenoloxidase- und die Diphenoloxidaseaktivität, die sich im Wesentlichen durch den 
Umsatz unterschiedlicher Substrate unterscheiden. 

Zum Nachweis der Monophenolhydroxylase-Aktivität (Cresolase-Aktivität) wurde für den 
Assay als Substrat das Monophenol Tyramin verwendet. Dieses wurde in ortho-Stellung 
unter Sauerstoffverbrauch und in Gegenwart der Monophenolhydroxylase zu dem Diphenol 
L-DOPA hydoxyliert. Im Unterschied dazu kann eine Diphenoloxidase keine Monophenole 
umsetzen [265]. Zum Nachweis der Diphenoloxidase-Aktivität (Catecholoxidase-Aktivität) 
wurde daher das diphenolische Substrat Dopamin verwendet, welches zu DOPAchinon 
oxidiert wurde.  

Im MBTH-Assay reagierten die entstandenen Diphenole nicht wie üblich autokatalytisch 
weiter zu Melanin [266], sondern in einer Michaelis-Additionsreaktion zu einem stabilen rot 
gefärbten Farbstoffkomplex, der detektiert werden konnte (Abb. 2-5) [267-269]. 



2 Material und Methoden 

 

Seite 47 

 

OH
NH2

COOH

OH
NH2

OH COOH

O
NH2

O COOH

S

N
CH3

N NH3

N
S

N
+
CH3

N

NH3

COO

O

OH
S

N
CH3

N N

NH3

COO

OH

O

Tyrosin L-DOPA

DOPAchinon

1/2 O2

1/2 O2

H2O

+

MBTH

-

+

-

+
-

+

rot gefärbtes Reaktionsprodukt

Monohydroxylase-Aktivität

Diphenoloxidaseaktivität

 

Abb. 2-5: MBTH-Assay für den Test auf Phenoloxidase-Aktivität mit Tyramin als Substrat. Im ersten 
Schritt findet die Oxidation des Tyrosins zu L-DOPA mittels einer Monophenoloxidase statt. Im zweiten 
Schritt wird L-DOPA von einer Diphenoloxidase zu DOPAchinon oxidiert. Dieses reagiert in einer Michaelis-
Addition mit MBTH zu einem stabilen rot gefärbten Farbstoffkomplex.  

 

Der Dot-Blot-Test lieferte eine Möglichkeit, große Probenmengen auf bestimmte Proteine zu 
screenen [236]. In dieser Arbeit wurde er ohne Quantifizierung als einfaches und schnelles 
Testverfahren für den Nachweis von Phenoloxidaseaktivität auf einer PVDF-Membran 
verwendet.  

Da von Arthropoden-Hämocyaninen bekannt war, dass sie durch die Zugabe von SDS im 
Hinblick auf die Phenoloxidaseaktivität aktiviert werden können [270-272] und die in dieser 
Arbeit schwerpunktmäßig untersuchten Per a 3-Proteine mit den Arthropoden-Hämocyaninen 
verwandt sind [138, 143], wurden die Tests auf Phenoloxidaseaktivität sowohl in Gegenwart 
als auch in Abwesenheit von SDS durchgeführt.  

Der Dot-Blot basierte unter Einbeziehung einiger Modifikationen und Weiterentwicklungen 
auf Pifferi und Baldassari [267-269]. Es wurden 3 µl Probe mit 3 µl Färbelösung (3 mM 
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Substrat, 0.3 mM MBTH (in H2O gelöst) mit oder ohne 0.3% (w/v) SDS) auf einer PVDF-
Membran zusammen gegeben. Der Nachweis der Enzymaktivität äußerte sich nach 5-30 Min. 
in einer rosa-roten-Färbung. Da insbesondere das Substrat Dopamin autokatalytisch weiter-
reagieren konnte, wurden stets Negativkontrollen (diverse Puffer mit Färbelösung) mit 
getestet. Als Positivkontrolle wurde die Tyrosinase von Agaricus bisporus in zwei unter-
schiedlichen Konzentrationen (0.3 mg/ml und 0.03 mg/ml in Phosphatpuffer B) verwendet. 
Nach Eintrocknung der Tropfen wurde deren Färbung mit dem Densitometer dokumentiert. 

2.12 Generierung von Antikörpern 
Polyklonale Antikörper für Western-Blot-Experimente und 2D-Immungelelektrophorese 
wurden in Kaninchen generiert und von der Firma Charles River Laboratories (Kisslegg) 
bezogen. 

Das Antiserum gegen gereinigtes natives Per a 3.03 (anti-Per a 3.03-AK) wurde durch 
Immunisierung des Kaninchens mit gereinigtem nativen Per a 3.03 in Schabenpuffer C mit 
kompletten Freudschen Adjuvans von der Firma Charles River Laboratories (Kisslegg) 70 
Tage nach der Erst-Injektion gewonnen. 

Die Antiseren gegen gereinigtes andissoziiertes P II (anti-P II-AK) und unbehandelte 
Schabenhämolymphe (anti-P.a.HL-AK) stammten aus Beständen unserer Arbeitsgruppe von 
1999 und wurde ebenfalls in Kaninchen gezogen. Alle Antiseren wurden bei mindestens 
-23°C gelagert. 

2.13 Immunologische Methoden 
Sämtliche der hier aufgeführten Methoden wurden freundlicherweise von Diplom-Biologin 
Barbara Häringer an der Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universität 
Mainz in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Saloga durchgeführt.  

2.13.1 Bestimmung der Proliferationsindices 
Die Messung der Proliferation der CD4+-T-Zellen erfolgte nach Bellinghausen et al. [273]. 
Dendritische Zellen (DC) dienten der Antigenpräsentation und wurden zuvor durch 
Allergenzugabe beladen. Nach fünf Tagen Cokultur mit autologen CD4+-T-Zellen wurde den 
Zellen [3H]-Thymidin zugegen, für acht Stunden inkubiert und anschließend über Messung 
der Radioaktivität der Einbau von [3H]-Thymidin bestimmt. Der Proliferationsindex 
berechnete sich aus der Radioaktivität der Allergen-beladenen DC zusammen mit CD4+-T-
Zellen (in counts per minute) normiert auf die Radioaktivität der unbehandelten DC mit 
CD4+-T-Zellen.  
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2.13.2 Bestimmung der Leukotrienfreisetzung 
Die Bestimmung der Leukotrienfreisetzung erfolgte nach Pierkes et al. [274]. Hierzu wurden 
die Leukocyten aus dem Patientenblut durch Dextransedimentation und anschließender 
Zentrifugation bei 130 g für 15 Min. von den Erythrocyten getrennt isoliert. Die Stimulation 
erfolgte unter Zugabe von 50 µl Allergen zu 200 µl Leukocytensuspension in einem IL-3 
haltigen Stimulationspuffer. Die Leukotrienfreisetzung wurde anschließend mit dem „CAST-
2000 ELISA“ entsprechend den Herstellerangaben quantifiziert. Als Negativkontrolle diente 
IL-3-haltiger Stimulationspuffer alleine und als Positivkontrolle anti-IgE-Rezeptor-
Antikörper. 

2.14 Molekulare Proteinsequenzanalyse 

2.14.1 Proteinsequenzen 
Die Proteinsequenzen wurden aus der NCBI-Sequendatenbank [www.ncbi.nlm.nih.gov] im 
FASTA-Format erhalten. Alle verwendeten Sequenzen sind mit ihrer Accession-Number in 
Tabelle 2-6 zu Beginn dieses Kapitels gelistet. 

2.14.2 Proteinsequenzanalyse 
Für die Sequenzanalyse wurden diese Sequenzen mit dem Programmpaket „Antheprot 
2000v5.2 release 1.1.6“ hinsichtlich Aminosäureanzahl, Aminosäurezusammensetzung, 
Molekulargewicht, molarem spezifischem Extinkionskoeffizient (bei 280 nm) und iso-
elektrischem Punkt ausgewertet. Hierzu wurden die Standardeinstellungen von Antheprot 
beibehalten (molekulare Hydratation 0.3g H2O/g Protein) [275-277.  

2.14.3 Sequenzalignments 
Für die Sequenzalignments wurden die Sequenzen zunächst in „ClustalX 1.83“ mit den 
Standardeinstellungen alignt und anschließend mit „GeneDoc“ (Version 2.6.002) manuell 
bearbeitet und Identitäten und Ähnlichkeiten der ausgewählten Sequenzen ausgewertet und 
eingefärbt [278, 279]. 

2.14.4 Bestimmung antigener Epitope 
Die potentiellen antigenen Epitope wurden mit dem Algorithmus nach Parker et al. (1986) 
bestimmt. Dieser Algorithmus war in dem Programmpaket „Antheprot 2000v5.2 release 
1.1.6“ implementiert und diente der Bestimmung antigener sequenzieller Epitope [280]. Der 
Algorithmus berücksichtigte die atomare Flexibilität, Hydrophilie sowie die experimentelle 
HPLC Retentionszeit synthetischer Peptide [280]. Für die Determinierung dieser antigenen 
Epitope wurden Sequenzabschnitte ausgewählt, bei denen mindestens drei aufeinander-
folgende Aminosäuren einen antigenen Index von mindestens 50 besaßen. Alle Aminosäuren 
mit einem antigenen Index von unter 50 wurden nicht als potentiell antigen eingestuft.  
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2.15 Strukturanalyse am Proteinmodell 

2.15.1 Homologie-Modellierung von Per a 3.0201 
Die Homologie-Modellierung von Per a 3.0201 wurde freundlicherweise von Thorsten 
Schweikardt aus unserem Institut (Institut für Molekulare Biophysik, Johannes Gutenberg-
Universität Mainz) durchgeführt und diente vor allem der Lokalisierung allergener und 
potentiell antigener Epitope in der Quartärstruktur der Allergene.  

Die Erstellung eines Homolgie-Modells ermöglichte eine Vorhersage der dreidimensionalen 
Struktur eines Proteins durch Vergleich mit bekannten Proteinen ähnlicher Aminosäure-
Sequenz. Für die Vorhersage der Faltung des Peptidrückgrats gilt eine ca. 25%ige Sequenz-
identität bereits als ausreichend [281]. Der geringe effektive Gesamtfehler für das 
Proteinrückgrat von unter 2 Å zwischen Modell und Vorlage war ein großer Vorteil dieser 
Methode gegenüber anderen Methoden zur Strukturvorhersage, wie z.B. ab-initio-
Modellierung [282]. Ein solches Verfahren war möglich, da eine geringfügige Änderung der 
Sequenz lediglich eine geringfügige Änderung der Struktur zur Folge hat [283].  

Für die Modellierung wurde das Programm „Modeller 8v1“ verwendet, welches auf der 
Erfüllung von räumlichen Randbedingungen basierte [282, 284]. Die dem Programm zu 
Grunde liegende Algorithmen wurden von Šali und Blundell beschrieben [282]. Für das 
Per a 3.0201-Modell wurde ein Sequenzalignment des Klons Per a 3.0201 [138] mit der 
Sequenz der Untereinheit a des Hämocyanins von Panulirus interruptus erstellt. Da die 
Proteine im Alignment eine 27%ige bzw. 30%ige Sequenzidentität und 49% bzw. 51% 
isofunktionelle Aminosäuren aufwiesen, konnte dieses Alignment für die Homologie-
Modellierung verwendet werden. Als Template diente die Kristallstruktur der Untereinheit a 
des Hämocyanins von Panulirus interruptus (1hcy) [226]. Die Orientierung der sechs Unter-
einheiten basierte auf der Kristallstruktur des Hämocyanins aus Limulus polyphemus [285]. 

2.15.2 Analyse der Homologie-Modelle 
Die Homologie-Modelle wurden mit Hilfe zweier Programme ausgewertet. Mit YASARA 
(Twinset 7.1.18) zusammen mit POVRAY (3.6; www.povray.org) oder auch mit RasMol 
wurden die Homologie-Modelle hinsichtlich ihrer Dimensionen, Strukturelemente (von 
Primär- bis Quartärstruktur) sowie potentiellen antigenen Epitope eingefärbt und analysiert 
[221]. 
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3 Ergebnisse 

In der Allergenforschung sowie für die Diagnostik von Allergien ist die Herstellung und 
Verwendung von Crude-Extrakten eine etablierte Methode, die es ermöglicht, schnell 
sämtliche Allergene einer Spezies in Lösung zu bringen [4, 286]. Zahlreiche solcher Extrakte 
werden auch kommerziell vertrieben [z.B. www.bencard.com, www.diagnostics.com, 
www.allergopharma.de,]. Bei diesen Crude-Extrakten wurden jedoch bemängelt, dass diese 
in ihrer Zusammensetzung variierten und auch nicht standardisiert seien [95, 220]. Eine 
weitere Problematik diese Extrakte sind die durch die Extraktion enthaltenen Proteasen, die 
u.a. bei Periplaneta americana in hoher Konzentration nachgewiesen wurden und über 
Degradation der Allergene deutlichen Einfluss auf die Potenz der Extrakte haben können 
[286]. Aus diesem Grund war in dieser Arbeit bei der Herstellung von Crude-Extrakten aus 
Periplaneta americana im Crude-Extrakt-Puffer eine Mischung verschiedenster Protease-
Inhibitoren enthalten.  

Als weitere, jedoch deutlich aufwändigere Möglichkeit, Allergene aus der Schabe zu 
gewinnen wurde ein Hämolymph-Extrakt hergestellt, der den Vorteil hatte, dass keine 
Proteasen enthalten waren. Allerdings musste dabei berücksichtigt werden, dass dieser 
Hämolymph-Extrakt nicht das komplette Allergenspektrum der Amerikanischen Schabe 
(Abb. 1-6) enthalten konnte. In dieser Arbeit wurden die Begriffe Hämolymphe und 
Hämolymph-Extrakt als Synonym verwendet und mit HL abgekürzt.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren insgesamt auf zwei unterschiedlichen Schabenchargen, 
aus denen insgesamt drei Extrakte hervorgegangen waren. Aus der ersten Schabencharge 
wurde ein Hämolymph-Extrakt (HL-1) gewonnen, aus der zweiten Schabencharge wurde 
zum Hämolmyph-Extrakt (HL-2) zusätzlich auch ein Crude-Extrakt (CE) hergestellt 
(Abschnitt 2.2.3). Ausgehend von diesen Extrakten konnten die Allergene Per a 3 und Per a 9 
nach verschiedenen Protokollen isoliert werden (Abb. 3-1). 

 

Hämolymph-
Extrakt
(HL-1)

Crude-Extrakt 
(CE)

Protokoll 1

2. Charge

Protokoll 2 Protokoll 3

1. Charge

Hämolymph-
Extrakt
(HL-2)

Stabilitäts-
untersuchungen  

Abb. 3-1: Zuordnung der aus zwei Schabenchargen hervorgegangenen Extrakte zu der sich ange-
schlossenen Reinigungsprozedur. 
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In dieser Arbeit werden im ersten Abschnitt (3.1) zunächst der Vergleich der Protein-
zusammensetzung von Hämolymph- und Crude-Extrakt sowie die Reproduzierbarkeit der 
beiden hergestellten Hämolymph-Extrakte dargelegt. In Abschnitt 3.2 werden drei 
Reinigungsprotokolle vorgestellt, mit denen die Allergene Per a 3 und Per a 9 sowohl aus 
dem Crude-Extrakt als auch aus dem Hämolymph-Extrakt gewonnen wurden. Die 
biochemische, biophysikalische und immmunologische Charakterisierung der isolierten 
Per a 3- und Per a 9 Allergene wird in den Abschnitten 3.3 und 3.4 behandelt.  

3.1 Charakterisierung der Zusammensetzung und Reproduzier-
barkeit der Extrakte 

3.1.1 Vergleichende Untersuchungen von Hämolymph- und Crude-
Extrakt, sowie erste Proteinzuweisungen 

 

Obwohl die Herstellung eines Crude-Extraktes eine gängige Methode darstellte, ist sie nicht 
nur aufgrund der enormen Scherkräfte im Mixer, sondern auch aufgrund der zusätzlichen 
Proteasen (z.B. aus dem Magen der Tiere) für Allergene ein nicht-schonendes Verfahren. 
Deutlich schonender für die Allergene war die Herstellung eines Hämolymph-Extraktes. 
Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass nicht alle Allergene aus der Amerikanischen 
Schabe auch tatsächlich in diesem Extrakt vorhanden sein konnten.  

Die nachfolgenden Versuche zielten darauf ab, die Zusammensetzung der Extrakte zu 
vergleichen, wobei insbesondere von Interesse war, ob im Crude-Extrakt Veränderungen der 
Hämolymph-Proteine -insbesondere von Per a 3- auftraten. Hierzu wurden neben den 
spektrometrischen und enzymatischen Eigenschaften, die Extrakte auf unterschiedlichen 
Matrizen aufgetrennt, deren Zusammensetzung analysiert und in den Extrakten erste Proteine 
zugewiesen. 

Grundlage aller Versuche war die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Extrakten. 
Diese wurden zunächst über die Ermittlung der Trockenmasse auf einen Konzentrations-
bereich eingeengt und anschließend über Absorptionsspektroskopie genauer bestimmt.  

3.1.1.1 Trockenmasse der Extrakte 
Rein optisch unterschieden sich der Crude-Extrakt (CE) und die Hämolymphe (HL) in ihrer 
Färbung. Der CE war bräunlich gefärbt und die HL eher ockerfarbig (Abb. 3-2). Zusätzlich 
besaß der Crude-Extrakt einen starken Eigengeruch.  
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CE HL

 

Abb. 3-2: Crude-Extrakt (CE) und Hämolymphe (HL) der zweiten Schabencharge. Rein optisch 
unterschieden sich beide Extrakte in ihre Färbung. Der CE hatte einen ins braune gehenden Farbton, 
wohingegen die HL ockerfarbig war. Zusätzlich wies der Crude-Extrakt einen starken Eigengeruch auf. 

 

Zur Bestimmung der Trockenmasse beider Extrakte wurden 250 µl Probe für 18 h in der 
Gefriertrocknung getrocknet und die verbleibende Trockenmasse abgewogen.  

Daraus ergab sich jeweils bezogen auf 1 ml für die Hämolymphe (HL-2) eine Trockenmasse 
von 71.43 mg und für den offensichtlich stärker verdünnten Crude-Extrakt eine von 
59.98 mg.  

Da insbesondere im Crude-Extrakt zusätzlich zu den Proteinen weitere Substanzen wie DNA, 
RNA und Lipide vorhanden waren, konnte die Trockenmasse nicht mit der Proteinmasse 
gleichgesetzt werden. Um die Proteinmasse und davon ausgehend die Proteinkonzentration 
angeben zu können, wurde der spezifische Extinktionskoeffizient der Extrakte bei 280 nm 
bestimmt.  

3.1.1.2 Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten des Hämolymph- 
und Crude-Extraktes 

Hierzu wurde zunächst die Konzentration der in Phosphatpuffer B umgepufferten Extrakte 
sowohl mittels Bradford- als auch mittels Lowry-Assay bestimmt. Für eine höhere Genauig-
keit wurden pro Assay zwei Eichgeraden mit zwei verschiedenen Proteinen verwendet: BSA 
und, aufgrund der Ähnlichkeit zu den Per a 3-Proteinen, das Hämocyanin von Palinurus 
elephas (Hc P.e.). Zusätzlich zur kalorimetrischen Konzentrationsbestimmung wurde die 
Absorption bei 280 nm gemessen und beide Werte im Lambert-Beerschen Gesetz korreliert. 
Diese Methode lieferte für die Extrakte die in Tabelle 3-1 dargestellten spezifischen 
Extinktionskoeffizienten: 
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Extrakt 
Protein der 
Eichgeraden 

ε280 basierend auf der 

Konzentrations-
bestimmung nach 
Bradford [l/(g*cm)] 

ε280 basierend auf der 
Konzentrations-
bestimmung nach 
Lowry [l/(g*cm)] 

Mittelwert von 
ε280 [l/(g*cm)] 

BSA 0.79 1.37 
HL-2  

Hc 0.90 1.42 
1.4 

BSA 5.61 1.99 
CE  

Hc 6.14 2.06 
2.0 

Tabelle 3-1: Spezifische Extinktionskoeffizienten für den Hämolymph-Extrakt (HL-2) und den Crude-
Extrakt (CE). Die Extinktionskoeffizienten wurden mit zwei unterschiedlichen kalorimetrischen Methoden 
sowie zwei unterschiedlichen Proteinen für die Eichgeraden ermittelt. Beide Extrakte stammten aus der zweiten 
Schabencharge. 
 

Der Vergleich der Extinktionskoeffizienten zeigte, dass beide Assays deutlich differierende 
Ergebnisse lieferten. Die größten Diskrepanzen traten hierbei mit einem Faktor drei bei dem 
Crude-Extrakt auf (Tabelle 3-1). Dieser Extrakt bestand aus einer Vielzahl an Substanzen, 
darunter auch DNA, die sich laut Produktbeschreibung auf den Bradford-Assay störend 
auswirken könnte, wohingegen DNA bei dem verwendeten Lowry-Assay nicht als Störfaktor 
aufgeführt wurde [99, 252]. Aus diesem Grund und da die Extinktionswerte in Abhängigkeit 
vom Eichprotein lediglich um 4% voneinander abwichen, wurde als Richtwert für die 
Konzentrationsbestimmung der Extrakte der Mittelwert der Extinktionskoeffizienten aus den 
Lowry-Bestimmungen verwendet. Somit wurde für weitere Berechnungen für die HL-2 als 
Richtwert ε280=1.4 [l/(g*cm)] und für den CE als Richtwert ε280= 2.0 [l/(g*cm)] verwendet.  

Trotz zahlreicher Versuche gelang es in dieser Arbeit nicht, den spezifischen Extinktions-
koeffizienten der HL-1 experimentell zu bestimmen. Da -wie nachfolgend in diesem 
Abschnitt erläutert- die Zusammensetzung von HL-1 und HL-2 unterschiedlich war, konnte 
der spezifische Extinktionskoeffizient von HL-2 nicht auf HL-1 übertragen werden.  

In HL-1 stellten die Per a 3-Proteine den Proteinhauptanteil und waren zu nahezu gleichen 
Anteilen vertreten. Aus diesem Grund wurde für HL-1 als spezifischer Extinktionskoeffizient 
der Mittelwert der spezifischen Extinktionskoeffizienten der Per a 3-Isoformen mit 
ε280=1.5 [l/(g*cm)] angenommen. 

Basierend auf diesen spezifischen Extinktionskoeffizienten wurden die Proteinkonzen-
trationen der nicht-umgepufferten Extrakte über die Absorption bei 280 nm bestimmt. Als 
hinderlich erwies sich dabei die Tatsache, dass die aliquotierten Hämolymph-Extrakte 
zunächst nicht vereinigt wurden und es somit aufgrund der Probenpräparation nicht nur zu 
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen, sondern auch zu Unterschieden in den Extrakt-
zusammensetzungen und somit zu etwas veränderten spezifischen Extinktionskoeffizienten 
kommen musste. Da die Proben außerdem zusätzlich vor den Experimenten zentrifugiert 
wurden und stets eine Pelletbildung beobachtet wurde (Pellet enthielt Protein, überprüft mit 
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SDS-PAGE, Daten nicht gezeigt), konnten die Proteinkonzentrationen in den Aliquots auch 
nicht als konstant angesehen werden. Daher waren die über die Absorption der Extrakte 
ermittelten Konzentrationen (Tabelle 3-2) nicht als Absolutwerte zu verstehen, sondern 
dienten lediglich der Abschätzung. 

Extrakt ε280 [l/(g*cm)] Konzentration [mg/ml] 

HL-1 1.5* 37 

HL-2 1.4 46 

CE 2.0 39 

Tabelle 3-2: Proteinkonzentration der verwendeten Schabenextrakte.  

*Trotz zahlreicher Versuche zur Ermittlung des spezifischen Extinktionskoeffizienten der HL-1 in 
verschiedenen Puffersystemen, gelang keine vertrauenswürdige Bestimmung. Da sich jedoch die Zusammen-
setzung der HL-1 von der HL-2 unterschied (s. Abschnitt 3.1.2.1), konnte der spezifische Extinktionskoeffizient 
nicht von HL-2 auf die HL-1 übertragen werden. Als spezifischer Extinktionskoeffizient wurde daher der 
Mittelwert der Extinktionskoeffizienten der Per a 3-Isoformen mit ε280nm=1.5 [l/(g*cm)] verwendet. 
 

3.1.1.3 Absorptionsspektren 
Wie zu Beginn des Abschnitts erwähnt, unterschieden sich der Crude-Extrakt und der 
Hämolymph-Extrakt bereits in ihrer Färbung (Abb. 3-2). Aus diesem Grund wurden von 
beiden stark verdünnten Extrakten UV/Vis-Spektren aufgenommen (Abb. 3-3).  

Diese wiesen mehrere Besonderheiten auf: das für aromatische Aminosäuren typische 
Absorptionsmaximum bei 278 nm war im Crude-Extrakt in den UV-Bereich zu 271 nm 
verschoben. Zusätzlich war in diesem Extrakt eine gegenüber der Hämolymphe deutlich 
höhere Absorption im nahen UV-Bereich zu beobachten. Durch Verdünnungsexperimente 
konnte ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei um ein reines Streuartefakt handelte. 
Daher musste davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um die Absorption von Crude-
Extrakt-Bestandteilen wie z.B. DNA und RNA handelte, deren Adenosin-Bausteine bei 
260 nm absorbierten. Zusätzlich konnte im Crude-Extrakt noch ein weiteres Absorptions-
maximum bei 410 nm detektiert werden, welches in der Hämolymphe nicht auftrat (Abb. 
3-3). 
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Abb. 3-3: Absorptionsspektren der beiden Schabenextrakte.  

Hämolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) wurden für diese Spektren 1:100 mit Schabenpuffer D verdünnt. 
Alle Spektren wurden gegen den Puffer korrigiert. 

Die HL absorbierte maximal bei 278 nm und wies bis 800 nm keine weiteren Absorptionsmaxima, sondern 
eine langsam abfallende Absorption zwischen 300 nm und 600 nm auf. Auch im CE war die typische 
Absorption der aromatischen Aminosäuren zu beobachten, war jedoch zu 271 nm verschoben. Der CE wies 
durch die schwache Absorption bei 410 nm eine weitere Besonderheit auf, die in der HL nicht beobachtet 
wurde.  

 

Das Absorptionsspektrum der Hämolymphe war im Wesentlichen durch die Absorption der 
aromatischen Aminosäuren bei 278 nm gekennzeichnet (Abb. 3-3). Weiterhin wurde eine 
zwischen 300 nm und 600 nm nur langsam abfallende Absorption beobachtet, die auch bei 
Normierung der Spektren auf die gleiche Proteinkonzentration weiterhin im Bereich von 
350 nm erhöht war (Spektrum nicht gezeigt).  

Der Vergleich der Quotienten von OD280/OD260 ergab für die Hämolymphe 1.18 und für 
den Crude-Extrakt 0.95, was auf einen höheren Streuanteil und/oder höherer Anteil an 
Adenosin-Bestandteilen im CE gegenüber der HL hinwies. 

3.1.1.4 Gelelektrophoretisches Verhalten 
Um die Extrakte auf Proteinebene weiter analysieren zu können, wurden die Proben auf SDS- 
und nativen Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und zusätzlich im Western-Blot (WB) mit 
polyklonalen anti-Periplaneta americana Hämolymph-Antikörpern (anti-P.a. HL-AK) 
markiert. Ziel war zum einen der Vergleich der Bandenmuster von HL und CE sowie die 
Überprüfung, ob die Proteine im CE intakt oder degradiert waren.  

Hierzu wurden die Extrakte zunächst zur Abdeckung eines breiten Molekulargewichtbereichs 
in denaturierter Form auf einem 5-15%igen SDS-Gradientengel aufgetrennt (Abb. 3-4 A). 



3 Ergebnisse: Extrakte 

 

Seite 57 

A

HLCE [kDa]

250

150

100

75

50

37

[kDa]

25
20
15

M
ar

ke
r

M
ar

ke
r

250

150

100

75

50

37

25
20
15

   B
M

ar
ke

r

250

150

100

75

50

37

[kDa] HLCE M
ar

ke
r

HLCE

Coomassie anti-P.a. HL-AK  

Abb. 3-4: Vergleich von Crude-Extrakt (CE) und Hämolymphe (HL) auf SDS-Gelen mit 
anschließender Detektion mit anti-Periplaneta americana Hämolymph-Antikörper (anti-P.a.HL-AK) im 
Western-Blot (WB).  

A) Auf dem SDS-Gradientengel (5-15%) wurden 91 µg HL und 78 µg CE aufgetragen. Als Marker wurde der 
BioRad-Proteinstandard verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit der Coomassie-Färbung. CE und HL 
stammten aus der zweiten Schabencharge. Bei den mit Pfeilen markierten Proteinen handelte es sich von oben 
nach unten um zwei Per a 3-Isoformen sowie um Per a 9. Diese Proteine wurden in dieser Arbeit identifiziert, 
isoliert und charakterisiert. In der HL dominierten denaturierte Proteine mit einem Molekulargewicht von 
über 60 kDa, wohingegen im CE Proteine hauptsächlich unter 75 kDa vertreten waren.  

B) Für diese 7.5%ige SDS-PAGE wurden 16 µg CE und 18 µg HL-2 aufgetragen. Als Marker wurde der 
BioRad-Proteinstandard verwendet. Bei den mit Pfeilen markierten Proteinen handelte es sich von oben nach 
unten um zwei Per a 3-Isoformen sowie um Per a 9. Das Referenzgel wurde mit der Coomassie-Färbung 
gefärbt und die übrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Die Proben stammten aus der zweiten 
Schabencharge. Als Primärantikörper wurde anti-P.a. HL-AK 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verwendet.  

Die AK-Markierung bestätigte, dass in der HL gegenüber dem CE ein deutlich größerer Anteil an 
hochmolekularen Proteinbanden von über 60 kDa vorhanden war, wohingegen im CE eher Proteine unter 
75 kDa dominierten. Diese Bandenverteilung deutete darauf hin, dass Hämolymph-Proteine im CE teilweise 
zu niedermolekularen Proteinen degradiert wurden. Die Per a 3-Isoformen (mit den oberen Pfeilen markiert) 
waren in beiden Extrakten vorhanden, wohingegen Per a 9 (unterer Pfeil) im HL-Extrakt nicht oder nur in 
sehr geringer Konzentration vorhanden war.  

 

Sowohl die HL als auch der CE wiesen auf dem SDS-Gradientengel zahlreiche 
Proteinbanden in einem Molekulargewichtsbereich von 250 kDa bis 10 kDa auf (Abb. 
3-4 A). Die Pfeile markierten dabei, von oben nach unten gesehen, zwei Per a 3-Isoformen 
(HL und CE) und Per a 9 (CE), die in nachfolgenden Abschnitten 3.3 und 3.4 isoliert, 
identifiziert und charakterisiert wurden (Abschnitte 3.2 bis 3.4). Die Per a 3-Isoformen (mit 
den oberen Pfeilen markiert) waren in beiden Extrakten vorhanden, wohingegen Per a 9 
(unterer Pfeil) im HL-Extrakt nicht oder nur in sehr geringer Konzentration vorhanden war. 
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Insgesamt waren Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von über 60 kDa in der HL 
stärker vertreten als im CE; im CE dominierten dagegen Proteine unter 75 kDa. 

Diese Beobachtungen wurden auch auf einer 7.5%ige SDS-PAGE mit anschließender anti-
P.a. HL-AK-Detektion im Western-Blot bestätigt (Abb. 3-4 B): die Markierung der HL-
spezifischen Proteine (und eventuell kreuzreagierender Proteine) wies in der HL eine höhere 
Bandenzahl von über 60 kDa auf, wohingegen im CE die Markierung der niedermolekularen 
Proteine dominierten. Eventuell war dieser Effekt auf die stärkere Verdünnung der HL-
Proteine im CE zurückzuführen oder auf Kreuzreaktionen mit CE-Proteinen oder aber darauf, 
dass die HL-Proteine im CE zu niedermolekularen Proteinen degradiert worden waren. 

Aus diesem Grund wurden die Extrakte ebenfalls auf der nativen PAGE analysiert. Hierbei 
wurde zunächst überprüft, ob der pH-Wert des Trenngels (pH 8.8 und pH 7.5) einen 
signifikanten Einfluss auf die Bandentrennung und –schärfe hatte (Abb. 3-5). 
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Abb. 3-5: 7.5%ige native PAGE mit Trenngelpuffer pH 8.8 bzw. pH 7.5.  

Es wurden 16 µg CE und 19 µg HL auf dem pH 8.8 Gel und 51 µg HL und 43 µg CE auf dem pH 7.5 Gel im 
Verhältnis 2:3 mit nativem Probenpuffer (BPB) aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit der Coomassie-
Färbung. Als Referenz wurde das andissoziierte Hämocyanin von Astacus astacus (Astacus-Marker) 
verwendet.  

Der differierende pH-Wert im Trenngel hatte den größten Einfluss auf die bei pH 8.8 weiter in das Gel 
eingewanderten Proteine. Da bei pH 8.8 eine bessere Bandentrennung und -schärfe zu beobachten war, 
wurden native Gele nachfolgend standardmäßig mit pH 8.8 im Trenngelpuffer verwendet.  

 

Der differierende pH-Wert im Trenngel hatte den größten Einfluss auf die bei pH 8.8 weiter 
in das Gel eingewanderten Proteine, die bei pH 7.5 eine völlig andere Mobilität aufwiesen 
(Abb. 3-5). Da bei pH 8.8 eine bessere Bandentrennung und –schärfe beobachtet wurde, 
wurden nativen Gele nachfolgend standardmäßig mit pH 8.8 im Trenngelpuffer verwendet. 
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Auf den nativen Gelen zeigten beide Extrakte interessanter Weise eine gegenüber der SDS-
PAGE deutlich reduzierte Bandenanzahl: in der HL wurden etwa acht und im CE sieben 
deutliche Banden mit der Coomassie-Färbung unterschieden. Von diesen Banden zeigten die 
in der HL die geringste Mobilität und eine ähnliche elektrophoretische Beweglichkeit wie die 
6-mere und 12-mere des Hämocyanin-Markers (Astacus astacus, Astacus-Marker) (Abb. 
3-5). Dies war entweder auf höhere Proteinaggregate, bestehend aus unterschiedlichen Unter-
einheiten, oder aber auf unter den Bedingungen nur schwach negativ geladene Proteine 
zurückzuführen.  

Zunächst wurde überprüft, ob diese Aggregate im CE eventuell dissoziiert vorlagen. Dazu 
wurden die Extrakte auf einer nativen PAGE getrennt, geblottet und mit anti-P.a. HL-AK 
detektiert. Als Referenzgel wurde ein identisch beladenes Gel mit Coomassie gefärbt (Abb. 
3-6).  
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Abb. 3-6: 7.5%ige native PAGE mit anschließender anti-Periplaneta americana Hämolymph-Antikörper 
(anti-P.a. HL-AK)-Detektion im WB.  

Für die native PAGE wurden je 16 µg CE und 18 µg HL 2:3 mit BPB versetzt auf das Gel aufgetragen. Als 
Marker wurde der Eurypelma-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit der Coomassie-Färbung gefärbt 
und die übrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Referenz für den erfolgreichen Blot wurde 
zusätzlich die mit Ponceau S-gefärbte Membran dokumentiert. Als Primärantikörper wurde anti-Periplaneta 
americana Hämolymph-Antikörper (anti-P.a. HL-AK) 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-rabbit-IgG-
AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdünnt verwendet.  

Trotz unterschiedlicher Bandenmuster auf der nativen PAGE erkannte der anti-P.a. HL-AK mit der stärksten 
Färbung sowohl in der HL als auch im CE identische Banden. Zum einen zeigte dies vor allem bei der Crude-
Extrakt Probe die hohe Sensitivität der AK-Färbung als auch, dass im CE keine Dissoziation oder Degradation 
der HL-Proteine stattgefunden hatte. Lediglich in dem eingekreisten Bereich erkannte der AK in CE und HL 
sehr diffuse, jedoch unterschiedliche Proteinbanden. Die mit * gekennzeichnete Proteinbande wurde vom AK 
nicht erkannt. Eventuell war die Probe nach dem Transfer zu gering konzentriert, da sie auch bei der Ponceau 
S-Färbung nicht zu erkennen war. Die mit Pfeilen markierten Proteinen entsprachen denen in der SDS-PAGE 
markierten Per a 3-Isoformen sowie Per a 9 (von oben nach unten) (Abb. 3-5). 
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Die Detektion mit dem anti-P.a. HL-AK zeigte deutlich, dass im CE ebenso wie in der HL 
im Wesentlichen die oberen Banden vom anti-P.a. HL-AK erkannt wurden (Abb. 3-6). Dies 
verdeutlichte zum einen die hohe Sensitivität der AK-Färbung im Western-Blot, da die HL-
Proteine im CE in stark verdünnter Form vorlagen. Zum anderen konnte darüber 
ausgeschlossen werden, dass die markierten Proteinaggregate im CE vollständig dissoziiert 
waren. Insgesamt wurden in der HL und im CE vom AK identische Banden erkannt. 
Lediglich in dem auf dem Western-Blot eingekreisten Bereich erkannte der AK in den 
Extrakten diffuse, jedoch etwas unterschiedliche Proteinbanden, die nicht näher identifiziert 
wurden.  

Von besonderem Interesse für diese Arbeiten waren die drei mit Pfeilen gekennzeichneten 
Proteinbanden, bei denen es sich um zwei Per a 3-Proteine und Per a 9 handelte (von oben 
nach unten), die bereits ebenfalls bei der SDS-PAGE kennzeichnet wurden (Abb. 3-6). Auch 
diese nativen Gele bestätigten das Vorkommen der Per a 3-Isoformen in beiden Extrakten in 
ihrer nativen hexameren Oligomerisierung, deren Mobilität bereits aus meiner Diplomarbeit 
bekannt war [148]. Per a 9 war in der HL nicht zu erkennen (Abb. 3-6).  

Die mit * gekennzeichnete HL-Proteinbande wurde vom anti-P.a. HL-AK nicht erkannt. 
Eventuell war sie nach dem Transfer zu gering konzentriert, da sie auch nicht mit Ponceau S 
angefärbt wurde. Andere Banden mit einer ähnlichen Mobilität wurden erfolgreich 
transferiert, wie die Ponceau S-Färbung bestätigte (Abb. 3-6).  

Da die Bandenanzahl auf der SDS-PAGE die Anzahl der Banden auf der nativen PAGE 
deutlich überstieg, lag die Vermutung nahe, dass in der Hämolymphe neben Protein-
aggregaten (Multimere) positiv geladene Proteine vorhanden waren, die auf den nativen 
Gelen aufgrund des Versuchsaufbaus nicht detektiert werden konnten. Daher wurde eine 
weitere native PAGE durchgeführt, bei der Anode und Kathode gewechselt wurden, sodass in 
diesem System positiv geladene Proteine in die Matrix einwandern konnten. Unter diesen 
Versuchbedingungen konnten allerdings weder mit der Coomassie-Färbung noch mit der 
Silberfärbung nach Nesterenko Proteinbanden im Gel detektiert werden (Abbildung nicht 
gezeigt), sodass davon ausgegangen wurde, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
bei beiden Extrakten keine positiv geladenen Proteine in die Gelmatrix einwanderten.  

3.1.1.5 Größenausschlusschromatographie 
Um einen Größenvergleich nativer HL- und CE-Proteinen zu ermöglichen und auch eventuell 
positiv geladene Proteine mit berücksichtigen zu können, wurden beide Extrakte auf einer 
Größenausschlusssäule (SEC, S-300, 16/60) mit identischen Protokollen aufgetrennt und die 
relevanten Fraktionen sowohl auf einer SDS-PAGE als auch auf einer nativen PAGE 
analysiert (Abb. 3-7). Die Auftrennung erfolgte in Anlehnung an die Größenausschluss-
chromatographie von Protokoll 2 mit einem etwas veränderten Fraktionssammelfenster 
(Abschnitt 2.3.5). 
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Die Hämolymphe eluierte von der SEC in fünf Peaks, von denen die zwei dominantesten bei 
59 ml und 86.5 ml von der Säule eluierten (Abb. 3-7). Der Crude-Extrakt hingegen eluierte in 
acht Peaks von denen die zwei größten Peaks bei 59 ml und 151 ml von der Säule eluierten. 

Ein ausgeprägter Elutionspeak (hier bei 150.5 ml) mit hoher Absorption war bei allen säulen-
chromatographischen Schritten des Crude-Extraktes zu beobachten und konnte weder auf 
einer SDS- noch auf einer nativen PAGE einem Protein zugeordnet werden. Wahrscheinlich 
handelte es sich daher um ein bei 280 nm absorbierendes Pigment.  
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Abb. 3-7: Vergleich der mittels Größenausschlusschromatographie (SEC) erhaltenen Elutionsprofile 
von CE und HL. 

Es wurden 42 mg HL bzw. 78 mg CE auf die Größenausschlusssäule (S-300; 16/60) bei einer Flussrate von 
0.5 ml/Min. aufgegeben und mit Schabenpuffer D eluiert.  

Der erste Punkt bei 86.5 ml markierte die Elution von Per a 3, der zweite Punkt bei 101.5 ml die Elution von 
Per a 9 (Retentionsvolumina 84.5 ml und 99.5 ml). Ein ausgeprägter Peak mit hoher Absorption, hier bei 
150.5 ml trat im Crude-Extrakt immer bei Säulenchromatographien auf, konnte jedoch keinem Protein zuge-
ordnet werden. Es könnte sich um ein bei 280 nm absorbierendes Pigment gehandelt haben.  

Dieser SEC-Lauf bestätigte zum Teil die Beobachtung auf den nativen Gelen: der CE enthielt deutlich mehr 
kleinere Proteine als die HL. Ob in der HL tatsächlich größere Proteine als im CE vorhanden waren, konnte 
mit dieser SEC nicht beantwortet werden, da der erste Peak dem Ausschlussvolumen der Säule entsprach. 

 

Insgesamt zeigten die Elutionsprofile der SEC eindeutig, dass im CE der Anteil an nieder-
molekularen Proteinen gegenüber der HL deutlich erhöht war, ohne, dass hochmolekulare 
Proteine vollständig dissoziierten oder degradiert waren (Abb. 3-7). Ob in der HL tatsächlich 
größere Proteine als im CE vorhanden waren, konnte mit dieser SEC nicht beurteilt werden, 
da der erste Peak dem Ausschlussvolumen der Säule entsprach und demnach sämtliche 
Proteine und Aggregate enthielt, die größer als 1.5 MDa waren. Die in dieser Arbeit 
aufgereinigten und charakterisierten Allergene Per a 3 und Per a 9 wurden in diesem 
Elutionsprofil (Abb. 3-7) beschriftet und mit Punkten markiert. Die Zuordnung der Allergene 
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erfolgte über Massenspektrometrie der aus der Reinigung hervorgegangenen Proteine 
(Abschnitt 3.2) und ist in Abschnitt 3.3 für Per a 3 und für Per a 9 in Abschnitt 3.4 dargelegt.  

3.1.1.6 Phenoloxidase-Aktivität 
Phenoloxidasen übernehmen bei Insekten verschieden Rollen: sie sind an der Sklerotisierung 
von Ootheken und Cuticla, bei der Immunabwehr gegen eindringende Mikroorganismen und 
beim Wundverschluss beteiligt [231, 287-289]. Auch in der Hämolymphe von Periplaneta 
americana wurde in der Literatur bereits eine Prophenoloxidase-Aktivität beschrieben [290].  

Unter der Bezeichnung Phenoloxidase(aktivität) werden zwei Aktivitäten zusammengefasst: 
die Monophenoloxidase- und die Diphenoloxidaseaktivität, die zwei prinzipiell verschiedene 
Reaktionen katalysieren. Die Monophenolxoidase, auch Tyrosinase genannt kann sowohl 
Mono- als auch Diphenole umsetzen, wohingegen die Diphenoloxidase, die auch als 
Catecholoxidase bezeichnet wird lediglich Diphenole umsetzten kann [265]. 

Für eine erste Untersuchung, ob sowohl im Crude-Extrakt als auch in der Hämolymphe unter 
den gegebenen Pufferbedingungen (Crude-Extrakt- bzw. Hämolymphpuffer) eine Phenol-
oxidase-Aktivität nachgewiesen werden kann, wurden die Extrakte in einem ersten 
Schnelltest mit dem MBTH-Assay im Dot-Blot-Verfahren untersucht.  

MBTH-Assay der Schabenextrakte im Dot-Blot 

Hierfür wurden beide Extrakte mit und ohne Aktivierung durch SDS zum Nachweis der 
Diphenoloxidase-Aktivität mit Dopamin und zum Nachweis der Monophenoloxidase-
Aktivität mit Tyramin versetzt. Als Negativkontrolle dienten Schabenpuffer B und D und als 
Positivkontrolle wurden zwei um den Faktor 10 unterschiedliche Konzentrationen an 
Tyrosinase aus Agaricus bisporus (Tyr) verwendet. Da beide Extrakte eine deutliche 
Eigenfärbung besaßen (Abb. 3-2), wurde als zusätzliche Kontrolle die Eigenfärbung der 
Extrakte dokumentiert (Abb. 3-8).  

In der HL war sowohl mit als auch ohne SDS eine deutliche Diphenoloxidase-Aktivität 
nachweisbar, wohingegen im CE kein Umsatz von Dopamin beobachtet wurde; auch 
Tyramin konnte vom CE nicht umgesetzt werden. Der Umsatz von Tyramin konnte in der 
HL aufgrund der Eigenfärbung des Extraktes nicht mit Sicherheit ausgewertet werden. 
Eventuell war eine schwache Monophenoloxidase-Aktivität vorhanden (Abb. 3-8).  
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Abb. 3-8: Phenoloxidase-Aktivität im MBTH-Assay des Hämolymph- (HL) und Crude-Extraktes (CE) 
mit den Substraten Dopamin und Tyramin im Dot-Blot-Verfahren.  

Für diesen Dot-Blot wurden 137 µg HL, 117 µg CE und 0.3 µg (links) bzw. 3 µg (rechts) Tyrosinase von 
Agaricus bisporus (Tyr) verwendet. Um die Autooxidation des Dopamins abschätzen zu können, wurden als 
Negativkontrollen Schabenpuffer B und D mit der Färbelösung versetzt. Als Positivkontrolle wurde die 
Tyrosinase von Agaricus bisporus (Tyr) in zwei unterchiedlichen Konzentrationen verwendet. Die 
Aktivitätsfärbung fand sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von SDS statt. Für eine eindeutige 
Beurteilung der Aktivität wurde zusätzlich die Eigenfärbung der Extrakte dargestellt. 

Die Hämolymphe konnte sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von SDS unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen Dopamin umsetzen und wies daher eine eindeutige Diphenoloxidase-Aktivität auf. Die 
Beurteilung der Monophenoloxidase-Aktivität in der HL war aufgrund der Eigenfärbung des Extraktes nicht 
eindeutig auswertbar. Der Crude-Extrakt wies weder eine Mono- noch eine Diphenoloxidase-Aktivität auf: 
weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von SDS wurden Tyramin oder Dopamin umgesetzt . 

 

Um die Phenoloxdidase-Aktivität bestimmten Proteinbanden zuweisen zu können, wurden 
sowohl einzelne Fraktionen von über den Anionenaustauscher getrenntem Crude-Extrakt 
erneut mit dem MBTH-Assay im Dot-Blot getestet als auch auf nativen Gelen aufgetrennte 
Hämolymph- und Crude-Extrakte mit der Aktivitätsfärbung angefärbt.  

MBTH-Assay von mittels Anionenaustauscher-Chromatographie fraktioniertem 
Crude-Extrakt im Dot-Blot 

Für die Trennung mittels Anionenausstauscher-Chromatographie (IEX) wurde der Crude-
Extrakt mit einem Stufengradienten auf einer Uno Q12-Säule aufgetrennt. Diese Chromato-
graphie entsprach dem ersten Reinigungsschritt nach Protokoll 2 und ist unter Berücksichti-
gung der isolierten Proteine in Abschnitt 3.2.2 ausführlicher dargelegt.  
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Abb. 3-9: Elutionsprofil von Crude-Extrakt, aufgetrennt mittels Anionenaustauscher-Chromatographie 
(IEX).  

78 mg Crude-Extrakt wurden auf den Anionenaustauscher (Uno Q12) mit Schabenpuffer B bei einer Flussrate 
von 1 ml/Min. aufgetragen und mit einem Stufengradienten von 80 mM und 150 mM NaCl mit Elutions-
schabenpuffer B eluiert. Das Eluat wurde in 3 ml-Fraktionen gesammelt und die Fraktionen im Dot-Blot-
Verfahren auf Mono- und Diphenoloxidase-Aktivität getestet. Die gelben Balken markierten Fraktionen mit 
Diphenoloxidase-Aktivität. 

 

In den ersten 15 Fraktionen eluierten Proteine, die nicht an die Anionenaustauscher-Matrix 
gebunden hatten. Gebundene Proteine wurden stufenweise mit 80 mM und 150 mM NaCl 
haltigem Elutionspuffer B von der Säule verdrängt (Abb. 3-9). Die fraktionierten Proben 
wurden anschließend im Dot-Blot Verfahren auf ihre Diphenol- bzw. Monophenoloxidase-
Aktivität mit den Substraten Dopamin und Tyramin getestet (Abb. 3-10).  
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Abb. 3-10: Di- (A) und Monophenoloxidase-Aktivität (B) der IEX-Fraktionen im Dot-Blot.  

A) Diphenoloxidase-Aktivität im MBTH-Assay. Es wurden 3 µl Eluat mit Dopamin als Substrat mit (+) 
und ohne (-) SDS als Aktivator versetzt. Als Positivkontrolle wurde 0.3 µg Agaricus-Tyrosinase („Tyr“) und 
als Negativkontrolle Schabenpuffer B („Kontrolle“) verwendet.  

B) Monophenoloxidase-Aktivität im MBTH-Assay. Es wurden 3 µl Eluat mit Tyramin als Substrat mit (+) 
und ohne (-) SDS als Aktivator versetzt. Als Positivkontrolle diente 0.3 µg Agaricus-Tyrosinase, als Negativ-
kontrolle Schabenpuffer B.  

Die Fraktionen 4 bis 7 sowie die Fraktionen 33 bis 56 zeigten eindeutige Diphenoloxidase-Aktivität und 
wurden im Elutionsprofil (Abb. 3-9) als gelbe Balken eingezeichnet. Eine Monophenoloxidase-Aktivität 
wurde in keiner Fraktion nachgewiesen. Die an die Matrix gebundene Phenoloxidase eluierte über einen 
weiten Fraktionsbereich. 

 

Die Analyse der einzelnen IEX-Fraktionen zeigte eine eindeutige Diphenoloxidase-Aktivität 
in den Fraktionen 4 bis 7 sowie 33 bis 56, die im Elutionsprofil mit gelben Balken markiert 
wurden (Abb. 3-9, Abb. 3-10). Da die Phenoloxidase-Aktivität interessanter Weise nicht im 
unbehandelten CE, sondern nur nach chromatographischer Trennung beobachtet wurde, war 
im Extrakt eventuell ein Inhibitor der Diphenoloxidase vorhanden, der durch die IEX 
offenbar vom Enzym abgetrennt werden konnte.  
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Eine Monophenoloxidase-Aktivität konnte wie zuvor weder mit noch ohne SDS in den 
Fraktionen nachgewiesen werden und bestätigte somit die vorausgegangenen Dot-Blot-
Ergebnisse (Abb. 3-8).  

Aktivitätsfärbung auf der nativen PAGE 

Um die gemessene Diphenoloxidase-Aktivität einer definierten Proteinbande zuordnen zu 
können, wurden die Extrakte auf nativen Gelen aufgetrennt und anschließend mit der 
Aktivitätsfärbung mit Dopamin als Substrat angefärbt. Für eine deutlichere Banden-
zuweisung wurde das aktivitätsgefärbte Gel anschließend mit Coomassie überfärbt (Abb. 
3-11).  
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CE HL Tyr
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CE HL Tyr
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Abb. 3-11: Test auf Diphenoloxidase-Aktivität (Aktivitätsfärbung) im nativen Gel von Crude-Extrakt 
(CE) und Hämolymphe (HL) mit anschließender Coomassie-Färbung.  

Auf die 7.5%ige native PAGE (pH 8.8) wurden 97 µg CE, 114 µg HL und als Positivkontrolle 0.2 µg 
Agaricus Tyrosinase (Tyr) 2:3 mit BPB versetzt aufgetragen. Die Aktivitätsfärbung fand mit Dopamin als 
Substrat statt. Für eine dinstinge Bandenzuordnung wurde das Gel anschließend mit der Coomassie-Färbung 
überfärbt.  

Bei der Agaricus Tyrosinase (Tyr) zeigten zwei Proteinbanden auf der nativen PAGE eine deutliche Diphenol-
oxidase-Aktivität. In der Hämolymphe wiesen zwei Proteinbanden die typische Diphenoloxidase-Aktivität mit 
einer rosa-Färbung auf. Diese gefärbten Banden waren in einem stärkeren Ausmaß ebenfalls im Crude-Extrakt 
zu finden. Die Diphenoloxidasen wanderten weder auf Höhe der Per a 3 noch der Per a 9 Proteine (mit Pfeilen 
gekennzeichnet). In der Hämolymphe waren zusätzlich auch bei Wiederholung der Experimente zwei blau-
gefärbte Banden bei der Aktivitätsfärbung vorhanden, die nicht weiter identifiziert wurden.  

Diese Aktivitätsfärbung bestätigte die Ergebnisse der Dot-Blot-Versuche, demnach sowohl im Hämolymph-
Extrakt als auch im Crude-Extrakt eine Diphenoloxidase vorhanden war, die jedoch weder den Per a 3 noch 
den Per a 9-Proteinen zugeschrieben werden konnte. 

 

Durch diese Aktivitätsfärbung wurden in der HL und dem CE jeweils zwei Proteinbanden 
unterschiedlicher Intensität angefärbt. Interessanterweise war diese Färbung trotz geringerer 
Proteinauftragung im Crude-Extrakt deutlich ausgeprägter als in der Hämolymphe. Das 
Vorhandensein je zweier aktiver Proteinbanden könnte auf eine partielle Dissoziation einer 
Diphenoloxidase oder auf zwei unterschiedliche Diphenoloxidasen hinweisen. Die aktivitäts-
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gefärbten Banden zeigten eindeutig, dass die Aktivität weder auf Per a 3 noch auf Per a 9 
zurückzuführen war.  

Offensichtlich wurde die Phenoloxidase im Crude-Extrakt tatsächlich durch einen Inhibitor 
inhibiert, der sowohl säulen- als auch gelchromatographisch abgetrennt werden konnte.  

Zusätzlich zur eigentlichen Aktivitätsfärbung wurden in der Hämolymphe auch bei einer 
Wiederholung der Experimente zwei Proteinbanden blau angefärbt (Abb. 3-11). Diese 
Färbung wurde als Hämolymph-Artefakt eingestuft und in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. 

Da auch in den ersten ungebundenen Fraktionen des IEX-Laufs eine Diphenoloxidase-
Aktivität gefunden wurde, bei der es sich auch um ein unter diesen Bedingungen positiv 
gelandenes Protein gehandeln haben könnte, wurden die Extrakt-Proben zusätzlich auf einer 
nativen PAGE mit umgekehrter Polung wiederholt. Allerdings konnten weder mit der 
Aktivitätsfärbung noch mit der Silberfärbung nach Nesterenko Proteinbanden in diesem Gele 
detektiert werden (Abbildung nicht gezeigt), sodass davon ausgegangen werden musste, dass 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine positiv geladene Diphenoloxidase in der 
Hämolymphe oder dem Crude-Extrakt vorhanden war.  

3.1.2 Reproduzierbarkeit der Extrakte 
Ein wichtiger Ausgangspunkt für diese Arbeit war die Reproduzierbarkeit der verwendeten 
Extrakte. Aus diesem Grund wurde überprüft, ob zum einen Aliquots einer Extrakt-Charge 
und zum anderen Hämolymph-Extrakte aus verschiedenen Schabenchargen eine reproduzier-
bare Proteinzusammensetzung aufwiesen.  

3.1.2.1 Vergleichende Untersuchungen der Hämolymphe aus zwei unterschied-
lichen Schabenchargen 

In dieser Arbeit wurden zwei Schabenchargen verwendet, aus denen mit identischem 
Verfahren die Hämolymphe gewonnen wurde. Beide Chargen setzten sich aus Weibchen und 
Männchen, Nymphen, diversen Larvenstadien sowie Ootheken zusammen. Da der Schwer-
punkt dieser Arbeit auf der Isolierung und Charakterisierung der Per a 3-Allergene lag, 
wurden diese Allergene als Marker für die Reproduzierbarkeit der Extrakte verwendet.  

Zusammensetzung auf Polyacrylamid-Gele 

Um die Reproduzierbarkeit bei Aliquots einer Charge beurteilen zu können, wurden gleiche 
Volumina zufällig ausgewählter Proben der Hämolymphe der zweiten Schabencharge auf 
einer SDS-PAGE und einer nativen PAGE aufgetragen und mit 1 bis 6 in Abb. 3-12 
gekennzeichnet. Pro Aliquot wurde die Hämolymphe von ca. 40 Tieren vereinigt.  



3 Ergebnisse: Extrakte 

 

Seite 68 

1 [kDa]M
ar

ke
r

2 3 4 5 6

250
150

100

75

50

37

25

Per a 3.03

 

M
ar

ke
r-

1

1

6-mer

UE

12-mer

M
ar

ke
r-

2

2 3 4 5 6

UE

6-mer

24-mer
Per a 3.03 7-mer

 

Abb. 3-12: Zusammensetzung ausgewählter Aliquots (1 bis 6) aus der zweiten Hämolymph-Charge, 
analysiert auf SDS-PAGE (A) und nativer PAGE (B). 

A) 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden pro Gelspur 0.42 µl Protein appliziert. Die Detektion erfolgte mit der 
Coomassie-Färbung. Es wurde darauf verzichtet, die Proben auf die gleiche Konzentration zu normieren, um 
auch Konzentrationsunterschiede zwischen den Proben erkennen zu können. Es wurde soviel Protein 
aufgetragen, dass zusätzlich zu Per a 3 auch geringer konzentrierte Proteine zu erkennen waren.  

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Für eine bessere Vergleichbarkeit mit den SDS-Gelen wurden auch bei 
dieser PAGE 0.42 µl Protein zuvor 2:3 mit BPB verdünnt appliziert. Bei Marker-1 handelt es sich um den 
Astacus-Marker und bei Marker-2 um den Eurypelma-Marker. Die Detektion erfolgte mit der Coomassie-
Färbung.  

Insbesondere bei Probe 3 war auf beiden Gelen der gegenüber den anderen Proben mit einem Pfeil gekenn-
zeichnete differierende Gehalt an der 80 kDa-Per a 3-Isoform zu beobachten. Das Fehlen dieser Isoform wurde 
allerdings auch nicht durch zusätzliche Proteinbanden in dieser Probe kompensiert. 

 

Dabei fiel auf, dass insbesondere der Anteil einer Per a 3-Isoform, die in dieser Arbeit als 
80 kDa-Per a 3-Isoform oder auch als Per a 3.03 bezeichnet wurde (Tabelle 4-3, Übersicht 

A 

B 
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Namensgebung der Per a 3-Isoformen) gegenüber den restlichen Proteinen in den jeweiligen 
Proben signifikant schwankte. Am auffälligsten war dabei Probe 3, in der die 80 kDa-Per a 3-
Isoform fast nicht vorhanden war (Abb. 3-12, mit Pfeil gekennzeichnet). Das Fehlen dieser 
Isoform wurde in Probe 3 offenbar auch nicht durch das Auftreten eine neuen Proteinbande 
kompensiert. Gegenüber dieser außerordentlichen Proteinschwankung waren die übrigen 
Unterschiede zwischen den Aliquots als vernachlässigbar gering einzustufen.  

Diese Proteinverteilung der einzelnen Hämolymphproben war auch über einen 
Lagerungszeitraum von 16 Monaten bei -23°C unverändert (Abbildung nicht gezeigt).  

Interessanterweise waren im Unterschied zur Hämolymphe aus der zweiten Charge die 
Aliquots der Hämolymphe aus der ersten Schabencharge (HL-1) insbesondere im Hinblick 
auf die 80 kDa-Per a 3-Isoform sehr gut reproduzierbar (Abbildung nicht gezeigt). Um 
dennoch miteinander vergleichbare Ergebnisse mit den Hämolymphproben aus der zweiten 
Schabencharge erhalten zu können, wurden die Proben 4 bis 9 dieser zweiten Charge ver-
einigt, erneut auf Polyacrylamid-Gelen analysiert allgemein als HL-2 bezeichnet (Abb. 3-13).  
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Abb. 3-13: Vergleich der Zusammensetzung von HL-1 und HL-2 auf SDS-PAGE (A) und nativer PAGE 
(B). 

A) 7.5%ige SDS PAGE. Es wurden jeweils 36 µg HL-1 bzw. HL-2 auf die SDS-PAGE appliziert und mit der 
Coomassie-Färbung detektiert. Als Referenz wurde der BioRad-Proteinstandard verwendet. 

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 4 µg HL-1 und 13 µg HL-2 im Verhältnis 3:4 mit BPB auf die 
native PAGE appliziert und mit der Coomassie-Färbung detektiert. Als Referenz diente der Astacus-Marker.  

Insgesamt gab es bei der SDS-PAGE in dem kompletten Molekulargewichtsbereich u.a. in der Intensität 
differierende Proteinbanden. Am signifikantesten, vor allem im Hinblick auf diese Arbeit und die Reinigung 
von Per a 3, war auch nach Vereinigung der Aliquots der Konzentrationsunterschied der 80 kDa-Per a 3-
Isoform, der sich auch auf der nativen PAGE widerspiegelte und zusätzlich mit Pfeilen gekennzeichnet wurde. 

 

Auch nach Vereinigung der Hämolymphproben war weiterhin auf der SDS-PAGE und auch 
auf der nativen PAGE zu erkennen, dass in der HL-2 die 80 kDa-Per a 3-Isoform im 

A B 
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Vergleich zu den übrigen Proteinen und im Unterschied zur HL-1 in deutlich geringerer 
Konzentration vorlag (Abb. 3-13, mit Pfeilen gekennzeichnet). Eine mögliche Ursache 
hierfür wird im Zusammenhang mit der Einordnung der Per a 3-Proteine zu den 
Hexamerinen in der Diskussion erörtert (Abschnitt 4.1.2).  

Absorptionsspektren 

Um zu überprüfen, ob die unterschiedliche Proteinzusammensetzung von HL-1 und HL-2 
sich auch im Absorptionsverhalten der Probe widerspiegelte, wurden von beiden HL-
Chargen Absorptionsspektren aufgenommen, die für eine bessere Vergleichbarkeit auf eine 
Konzentration von 1 mg/ml normiert wurden (Abb. 3-14).  
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Abb. 3-14: Absorptionsspektren der beiden Hämolymph-Extrakte.  

Bei diesem Spektrum wurden beide HL-Proben gegen die jeweilige Pufferabsorption korrigiert und auf 
1 mg/ml normiert. Die HL-1 lag in Schabenpuffer A und die HL-2 in Schabenpuffer D vor.  

Außer dem für aromatische Aminosäuren typischen Absorptionsmaximum bei 278 nm, zeigten die HL-Proben 
bis 800 nm keine weiteren ausgeprägten Absorptionsmaxima. Eine schwache Absorption wurde zusätzlich in 
der HL-1 bei 350 nm beobachtet. In der HL-2 war gegenüber der HL-1 der Streuanteil erhöht, sodass die 
schwache Absorption bei 350 nm eventuell überdeckt wurde.  

 

Beide HL-Proben wiesen das für aromatischen Aminosäuren typische Absorptionsmaximum 
bei 278 nm auf (Abb. 3-14). Die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten dieser Proben 
wurde in Abschnitt 3.1.1.2 erläutert. Für HL-1 wurde ε280nm=1.5 [l/(g*cm)] und für HL-2 
ε280nm=1.4 [l/(g*cm)] bestimmt.  

Der Vergleich der Quotienten von OD280/OD250 ergab für die Hämolymphe der ersten 
Charge (HL-1) 1.99 und für die Hämolymphe der zweiten Charge (HL-2) 1.22. Offenbar war 
in der HL-2 gegenüber der HL-1 der Streuanteil erhöht. Zusätzliche absorbierende Pigmente 
waren in den HL-Proben nicht zu beobachten.  



3 Ergebnisse: Extrakte 

 

Seite 71 

Allerdings wurde in der HL-1 eine zusätzliche schwache Absorption bei ca. 350 nm 
detektiert, die in der HL-2 eventuell aufgrund der höheren Streuung nicht aufgelöst wurde. 
Bei dieser Absorption könnte es sich um die der Phenoloxidase handeln. Phenoloxidasen 
zählen wie die Hämocyanine zu den Typ III Kupferproteinen und weisen im oxygenierten 
Zustand zusätzliche Absorption bei ca. 340 nm auf [291].  

3.1.2.2 Aliquots des Crude-Extraktes 
Wie eingangs erwähnt, wurde in dieser Arbeit lediglich ein einziger Crude-Extrakt aus einer 
Schabencharge hergestellt (Abb. 3-1). Aufgrund des Versuchsdesigns konnte davon aus-
gegangen werden, dass alle Aliquots des Crude-Extraktes eine identische Proteinverteilung 
aufwiesen (Abschnitt 2.2.2). Um zu verifizieren, dass diese Verteilung auch über die Zeit der 
Lagerung reproduzierbar blieb, wurden die Aliquots (1 bis 6) des Extraktes nach ca. 16 
Monaten Lagerung bei -23°C auf ihre Zusammensetzung hin auf SDS- und nativer PAGE 
überprüft (Abb. 3-15).  
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Abb. 3-15: Zusammensetzung der Aliquots des Crude-Extrakts (1 bis 6) auf SDS-PAGE (A) und nativer 
PAGE (B). 

A 

B 
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A) 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden je 16 µg CE pro Spur auf die SDS-PAGE aufgetragen. Als Marker wurde 
der BioRad-Proteinstandard verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit der Coomassie-Färbung. 

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden je 16 µg CE 2:3 mit BPB versetzt auf die native PAGE 
appliziert. Bei Marker-1 handelte es sich um den Astacus-Marker und bei Marker-2 um den Eurypelma-
Marker. Die Proteindetektion erfolgte mit der Coomassie-Färbung.  

Beide Gele belegten eindeutig, dass sich die einzelnen Crude-Extrakt Aliquots in ihrer Zusammensetzung 
nicht unterschieden und dass Konzentrationsunterschiede, wie z.B. bei Aliquot 2 auf der SDS-PAGE auf einen 
Pipettierfehler zurückgeführt werden mussten. Diese Gele belegten zusätzlich, dass die Proteine in dem 
Extrakt auch über eine lange Lagerungszeit intakt blieben und nicht z.B. durch Proteasen verdaut wurden. 

 

Sowohl auf der SDS-PAGE als auch auf der nativen PAGE konnten keine signifikanten 
Unterschiede im Bandenmuster der Aliquots des CE festgestellt werden (Abb. 3-15). 
Konzentrationsunterschiede zwischen den Spuren, wie z.B. bei Aliquot 2 auf der SDS-PAGE 
waren auf einen Pipettierfehler zurückzuführen. Diese Gele belegten zusätzlich, dass die 
Protease-Inhibitoren in dem Extrakt wirkten: auch über 16 Monate bei -23°C blieben die 
Extraktproteine intakt und wurden weder dissoziiert noch wurden sie proteolytisch abgebaut.  

3.1.3 Fazit der Extraktvergleiche 
Die Extraktvergleiche zeigten, dass der Crude-Extrakt auch nach Lagerung weiterhin eine 
stabile Proteinzusammensetzung aufwies, die in den einzelnen Aliquots reproduzierbar war. 
Wohingegen einzelne Hämolymphproben aus zwei Schabenchargen und sogar innerhalb 
einer Schabencharge deutliche Unterschiede insbesondere bei der Konzentration der 80 kDa-
Per a 3-Isoform (Per a 3.03) zeigten. Für nachfolgende Extraktionen ist daher das Vereinigen 
der HL-Proben für reproduzierbare Ergebnisse, insbesondere im Hinblick auf immunolo-
gische Untersuchungen unerlässlich. Obwohl bislang beim CE keine Vergleiche zu anderen 
Schabenchargen möglich waren, ist es sinnvoll, zukünftig experimentell zwischen Extrakten 
aus verschiedenen Chargen zu unterscheiden. 

Der Vergleich von CE mit der HL zeigte deutlich mehr Proteinspezies im CE, die das 
Isolieren einzelner Proteine erschweren könnten. Eine Degradation oder Dissoziation von 
HL-Proteinen wurde im Crude-Extrakt nicht beobachtet, sodass davon ausgegangen werden 
konnte, dass oligomere Proteine -inbesondere die für diese Arbeit wichtigen hexameren 
Per a 3-Isoformen- durch die Scherkräfte im Mixer nicht dissoziiert oder zerstört wurden.  

Beide Extrakte enthielten außerdem eine Diphenoloxidase, die im Crude-Extrakt nur nach 
chromatographischer Trennung aktiv war. Eventuell war sie aufgrund eines Inhibitors im 
Crude-Extrakt nicht aktiv. 
 

Ausgehend vom HL und CE wurden im Folgenden die bereits angesprochenen Per a 3 und 
Per a 9-Proteine mit verschiedenen Reinigungsprotokollen isoliert und diese Allergene 
anschließend charakterisiert. 
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3.2 Isolierung allergener Proteine aus Periplaneta americana 
Die Aufreinigungsprotokolle für die Isolierung der Allergene Per a 3 und Per a 9 aus 
Periplaneta americana wurden in dieser Arbeit vielfach modifiziert. Da die Ausarbeitung 
und Optimierung der Aufreinigung einen wichtigen Bestandteil dieser Arbeit darstellten, 
werden in diesem Abschnitt drei unterschiedliche Aufreinigungsprotokolle ausgehend von 
Hämolymph- bzw. Crude-Extrakten vorgestellt. 

Der Hämolymph-Extrakt wurde nach Protokoll 1 im ersten Reinigungssschritt mittels einer 
Anionenaustauscher-Säule (Bio-Scale Q2) gereinigt. Um Allergene aus dem Crude-Extrakt 
isolieren zu können, wurde eine Anionenaustauscher-Säule (Uno Q12) mit achtfach höherer 
Proteinkapazität als die der Bio-Scale Q2 gewählt. Da zu diesem Zeitpunkt weder auf 
Erfahrungen bei der Reinigung von Proteinen aus einem Crude-Extrakt noch auf Erfahrungen 
mit diesem Anionenaustauscher zurückgegriffen werden konnte, wurden verschiedenste 
Reinigungsprotokolle getestet. Zwei unterschiedlich effektive Prozeduren des Crude-
Extraktes werden in der Reinigung nach Protokoll 2 und Protokoll 3 vorgestellt. Eine genaue 
Übersicht über die drei unterschiedlichen Reinigungsprotokolle unter Berücksichtigung der 
verwendeten Extrakte und chromatographischen Säulen gibt Abb. 2-2.  

Das Ziel der Aufreinigungen war die Isolierung der Per a 3- und Per a 9-Allergene in nativer 
Form und in präparativen Mengen. Hierbei sollten die zwei bereits aus meiner Diplomarbeit 
bekannten Per a 3-Isoformen separat voneinander gewonnen werden. Basierend auf deren 
biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung wurden diese Isoformen in 
Anlehnung an die Allergennomenklatur in meiner Diplomarbeit als Per a 3.1 und Per a 3.2 
bezeichnet [148]. In dieser jetzt vorliegenden Arbeit gelang es, die isolierten Proteine 
massenspektrometrisch zu identifizieren. Dabei stellte sich heraus, dass die gewählten 
Bezeichnungen nicht optimal waren und bei der neuen Datenlage auch zu Verwirrungen 
führten. Aus diesem Grund wurde bei der Darlegung der Reinigung darauf verzichtet, die 
Isoformen explizit zu benennen. Sie wurden stattdessen basierend auf ihrem Molekular-
gewicht in der SDS-PAGE als 80 kDa-Per a 3-Isoform und 73 kDa-Per a 3-Isoform benannt. 
Eine offizielle Bezeichnung und Zuordnung dieser Isoformen folgt in Abschnitt 3.3 mit der 
Per a 3-Charakterisierung. Eine Übersicht über die verwendeten Bezeichnungen ist in der 
Diskussion in Tabelle 4-3 dargestellt.  

3.2.1 Aufreinigung der Hämolymphe nach Protokoll 1  
Wie u.a. im vorherigen Abschnitt deutlich wurde, sind die Per a 3-Allergene die Haupt-
bestandteile in der Hämolymphe von Periplaneta americana (Abb. 3-4 Abb. 3-5). Ziel war 
es, diese Per a 3-Isoformen aus der Hämolymphe zu isolieren.  

Für deren Reinigungsstrategie konnte auf die Erfahrungen zweier Diplomarbeiten in unserem 
Institut zurückgegriffen werden [148, 292]. Die dort bereits entwickelten Reinigungs-
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protokolle wurden in meiner Arbeit im Hinblick auf die Proteinausbeute (Quantität) sowie 
die Reinheit der Per a 3-Isoformen (Qualität) optimiert. Als effektiv stellte sich dabei 
folgende dreigliedrige Reinigungsstrategie heraus, die in dieser Arbeit als Protokoll 1 
bezeichnet wird: 

1.  Anionenaustauscher-Chromatographie der Hämolymphe (HL)  

(Bio-Scale Q2, linear ansteigender NaCl-Gradient von 0 mM bis 450 mM) 

2. Anionenaustauscher-Chromatographie (Rechromatographie) zweier Per a 3-
haltigen Peaks 

(Bio-Scale Q2, linear ansteigender NaCl-Gradient von 0 mM bis 450 mM) 

3. Größenausschlusschromatographie zweier Per a 3-haltiger Proben  

(S-300; 16/60) 

Die ersten beiden Schritte zielten darauf ab, die 80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Isoform effektiv 
voneinander zu trennen. Im dritten Schritt wurden von diesen Isoformen weitere Proteine mit 
unterschiedlichem Stokes-Radius in der Größenausschlusschromatographie abgetrennt. 

3.2.1.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) 
Für den ersten Reinigungsschritt der Hämolymphe wurde diese nach Bedarf mit 
Schabenpuffer A verdünnt und bei 4°C über den Anionenaustauscher (Bio-Scale Q2) 
aufgetrennt. Als Bindungspuffer wurde Schabenpuffer A (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5 (4°C)) 
und zur Elution Elutionsschabenpuffer A (20 mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5 (4°C)) 
verwendet. Ein typisches Elutionsprofil von 1 ml aufgetragenem, zuvor 1:3 verdünntem 
Hämolymph-Extrakt ist in Abb. 3-16 dargestellt und gliederte sich typischerweise in zwei 
Schritte. Im ersten Schritt eluierten in den ersten 13 Fraktionen Hämolymph-Bestandteile, die 
nicht an die Anionenaustauscher-Matrix gebunden hatten. Im zweiten Schritt eluierten bei 
konstant ansteigender Salzkonzentration (0 - 450 mM NaCl, Elutionsschabenpuffer A) 
typischerweise drei Proteinpeaks, deren Proteine an die Anionenaustauscher-Matrix unter-
schiedlich stark gebunden hatten (Abb. 3-16). 

Die Überprüfung einzelner IEX-Fraktionen auf 7.5%igen Polyacrylamid-Gelen (SDS- und 
nativer PAGE) zeigte stets, dass die Nachweisempfindlichkeit der Coomassie-Färbung nicht 
ausreichend war, um die nicht-gebundenen Hämolymph-Proteine in den Fraktionen 6 und 8 
anzufärben (Abb. 3-16). Wahrscheinlich hatten bei 280 nm absorbierende Pigmente oder 
freie aromatische Aminosäuren zusätzlich zur Absorption in diesen Fraktionen beitragen. 
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Abb. 3-16: Erster Reinigungsschritt der Hämolymphe von Periplaneta americana nach Protokoll 1. 

A) Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX, Bio-Scale Q2). Es wurde 1 ml der 1:3 mit Schabenpuffer 
A (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5) verdünnten HL auf den Anionenaustauscher bei 4°C aufgetragen. Die Elution 
erfolgte mit einem linear ansteigenden Salzgradienten (0 - 450 mM NaCl) mit Elutionsschabenpuffer A (20 
mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5) bei einer Flussrate von 1 ml/Min. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen 
gesammelt.  
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Peak III 
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Typischerweise eluierten die gebundenen HL-Bestandteile in drei Peaks von der Säule. Peak I eluierte 
maximal in Fraktion 22 bei 130 mM NaCl, Peak II in Fraktion 26 bei 190 mM NaCl und Peak III in Fraktion 
33 bei 320 mM NaCl. 

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Die Proben 
wurden 1:3 mit Schabenpuffer A verdünnt und vor der Elektrophorese 1:2 mit Denaturierungspuffer (DP) 
versetzt. Pro Spur (die Nummerierung der einzelnen Spuren entsprach dabei den Fraktionen des IEX-Laufes) 
wurden 25 µl Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. 

Die HL enthielt zahlreiche Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten, wobei die 80 kDa- und 
73 kDa-Per a 3-Isoformen die dominierenden Proteinspezies darstellten und mit Pfeilen markiert wurden. Die 
80 kDa-Per a 3-Isoform eluierte hauptsächlich in den Fraktionen 22 und 23, die 73 kDa-Per a 3-Isoform 
dominierte ab Fraktion 25.  

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro 
Spur wurden jeweils 25 µl der zuvor 1:3 mit Schabenpuffer D und anschließend 3:4 mit nativem Proben-
puffer (BPB) verdünnten Proben auf das Gel appliziert. Als Referenz wurde der Eurypelma-Marker 
verwendet.  

Die Per a 3-Isoformen waren in den Fraktionen in ihrer nativen hexameren Form vorhanden und wurden 
durch Pfeile gekennzeichnet. Sie zeigten eine ähnliche Mobilität wie das 7-mere Hämocyanin des 
Eurypelma-Markers. Die 73 kDa-Per a 3-Isoform wanderte etwas weiter in das Gel ein als die 80 kDa-
Per a 3-Isoform. Zusätzlich waren in den Fraktionen weitere, jedoch nicht weiter identifizierte Proteine 
vorhanden.  

Da die Per a 3-Isoformen nicht vollständig von einander isoliert wurden, wurden für eine Rechromatographie 
der Proben für die Peak I-Probe die Fraktionen 20 bis 23 und für die Peak II-Probe die Fraktionen 25 bis 30 
vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert.   

 

Peak I eluierte maximal bei 130 mM NaCl in Fraktion 22 und enthielt hauptsächlich die 
80 kDa-Per a 3-Isoform. Peak II eluierte über einen weiten Volumenbereich bei 190 mM 
NaCl maximal und enthielt im Wesentlichen die 73 kDa-Per a 3-Isoform (Abb. 3-16). Beide 
Isoformen zeigten auf der nativen PAGE ihr typisches natives (hexameres) Laufverhalten, 
wie es bereits aus den Charakterisierungen in meiner Diplomarbeit bekannt war (Abb. 3-16 
C) [148]. In Peak III dominierten mehrere Proteinbanden, die auf der SDS-PAGE ein 
Molekulargewicht von über 75 kDa aufwiesen, die bei dieser Reinigung nicht näher 
analysiert wurden.  

Da der verwendete Anionenaustauscher nur eine geringe Proteinkapazität besaß, mussten für 
die Aufreinigung von 4 ml Hämolymphe 13 solcher Anionenaustauscher-Läufe durchgeführt 
werden. Je nach aufgetragener Proteinkonzentration variierte dabei die Trennleistung der 
Säule [293], sodass jeder Lauf mittels SDS-PAGE überprüft wurde und die zu vereinigenden 
Fraktionen individuell angepasst wurden. Wie eingangs erwähnt, war das Ziel dieser 
Reinigung eine effektive Trennung 80 kDa-Per a 3- von der 73 kDa-Per a3-Isoform. Da diese 
nach dem ersten Reinigungsschritt in einigen Fraktionen jedoch weiterhin parallel vorhanden 
waren, wurde sich für eine erneute Chromatographie über den Anionenaustauscher 
entschieden. Für eine solche Rechromatographie wurden die Peak-Fraktionen mehrere Läufe 
vereinigt. Ausgehend von dem hier vorgestellten Elutionsprofil wurden von Peak I die 
Fraktionen 20 bis 23 und von Peak II die Fraktionen 25 bis 30 vereinigt, mit Schabenpuffer A 
umgepuffert und aufkonzentriert. Diese Proben wurden im zweiten Reinigungsschritt erneut 
über den Anionenaustauscher aufgetrennt (Abb. 3-17, Abb. 3-18).  
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Peak I-Probe (Protokoll 1) 
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Abb. 3-17: Rechromatographie der Peak I-Probe nach Protokoll 1 über den Anionenaustauscher mit 
7.5%igen SDS- und nativen Kontrollgelen. 

A) Anionenaustauscher-Rechromatographie von Peak 1 (Bio-Scale Q2). Es wurde 1 ml der Peak I-Lösung 
erneut auf den Anionenaustauscher mit Schabenpuffer A aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linear 
ansteigendem Salzgradienten (0 - 450 mM NaCl) mit Elutionsschabenpuffer A, bei einer Flussrate von 
1 ml/Min. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt. 

Die Peak I-Probe eluierte in einem Peak, dessen Maximum bei 130 mM NaCl in Fraktion 21 lag. 

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 
25 µl der zuvor 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker 
verwendet. 

Die Peak I-Probe enthielt neben der 80 kDa-Per a 3-Isoform noch weitere Proteinbanden sowohl unterhalb von 
50 kDa als auch oberhalb von 250 kDa. 

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen nativen Gelen. Es wurden je 
25 µl der zuvor 2:3 mit BPB versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der Eurypelma-Marker 
verwendet. 

Insbesondere in den Fraktionen 20 bis 24 war eindeutig die hexamere Bande der 80 kDa-Per a 3-Isoform zu 
erkennen, die eine ähnliche elektrophoretische Beweglichkeit aufwies wie das 7-mere Hämocyanin des 
Eurypelma-Markers. Die Fraktionen 20 und 21 enthielten noch zusätzliche Proteinbanden mit ähnlicher 
Mobilität wie die Untereinheiten des Eurypelma-Markers. Für die anschließende Größenausschlusschromato-
graphie wurden die Fraktionen 20 bis 24 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert.  

A 
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Die Peak I-Probe eluierte bei dieser Rechromatographie maximal mit einem Peak bei 
130 mM NaCl in Fraktion 21 von der Säule (Abb. 3-17). Die Kontrolle auf dem 7.5%igen 
SDS-Gel ergab jedoch, dass zusätzlich zur 80 kDa-Per a 3-Isoform in den Fraktionen 20 bis 
24 weitere Proteinbanden, sowohl unterhalb von 50 kDa als auch oberhalb von 250 kDa 
vorhanden waren. Das elektrophoretische Laufverhalten der 80 kDa-Per a 3-Isoform auf der 
nativen PAGE entsprach dem 7-mer vom dissoziierten 24-meren Hämocyanin von 
Eurypelma californicum („Eurypelma-Marker“) (Abb. 3-17). Dies zeigte, dass die 80 kDa-
Per a 3-Isoform in ihrer nativen hexameren Struktur vorlag; sie stellte im Eluat dieser IEX 
erwartungsgemäß die dominierende Proteinspezies dar.  

Insgesamt ermöglichte diese Rechromatographie die erfolgreiche Trennung der 80 kDa- von 
der 73 kDa-Per a 3-Isoform. Um die 80 kDa-Per a 3-Isoform weiter aufzureinigen, wurden 
die Fraktionen 20 bis 24 dieser Rechromatographie vereinigt, umgepuffert und aufkonzen-
triert. Für eine bessere Nachvollziehbarkeit dieser Reinigung wurde diese Lösung weiterhin 
als Peak I-Probe bezeichnet. 

 

Bei der Rechromatographie der Peak II-Probe eluierte diese ebenfalls in nur einem Peak von 
der Säule. Dessen Maximum lag bei 190 mM NaCl in Fraktion 23 (Abb. 3-18).  
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Abb. 3-18: Rechromatographie der Peak II-Probe nach Protokoll 1 über den Anionenaustauscher mit 
7.5%igen SDS- und nativen Kontrollgelen. 

A) Anionenaustauscher-Rechromatographie von Peak II (Bio-Scale Q2). Es wurde 1 ml der Peak II-Lösung 
erneut auf den Anionenaustauscher mit Schabenpuffer A aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linear 
ansteigendem Salzgradienten (0 - 450 mM NaCl) mit Elutionsschabenpuffer A, bei einer Flussrate von 1 ml/Min. 
Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt. 

Die Peak II-Probe eluierte in einem Hauptpeak, dessen Maximum bei 190 mM NaCl in Fraktion 23 lag. 

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 
25 µl der zuvor 1:2 mit DP versetzte Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. 

Die Peak II-Probe enthielt in Fraktion 23 außer der 73 kDa-Per a 3-Isoform noch zusätzlich geringe Mengen der 
80 kDa-Per a 3-Isoform. In den Fraktionen 24 und 25 war zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-Isoform noch ein 
88 kDa-Protein vorhanden.  

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Es 
wurden je 25 µl der zuvor 2:3 mit BPB versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der Eurypelma-
Marker verwendet. 

Wie bereits bei dem SDS-Gel waren auch auf der nativen PAGE in den Fraktionen 24 und 25 zusätzlich zur 
73 kDa-Per a 3-Isoform weitere Proteine vorhanden. In allen aufgetragenen Fraktionen war die 73 kDa-Per a 3-
Isoform vorhanden, die generell ein wenig weiter in die Gelmatrix einwanderte wie die 80 kDa-Per a 3-Isoform 
[148]. Dennoch blieb deren Mobilität mit der des 7-meren Hämocyanins des Eurypelma-Markers vergleichbar. 
Für die anschließende Größenausschlusschromatographie wurden die Fraktionen 24 bis 30 vereinigt, 
umgepuffert und aufkonzentriert. 
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Die Kontrolle der Fraktionen auf SDS- und nativer PAGE zeigten eindeutig, dass die 73 kDa-
Per a 3-Isoform in allen Fraktionen die dominierende Proteinspezies darstellte und ab 
Fraktion 27 bereits in hoher Reinheit vorlag (Abb. 3-18). Auf der nativen PAGE konnte 
aufgrund des elektrophoretischen Verhaltens zusätzlich dessen intakte native hexamere 
Struktur bestätigt werden. Auch die Rechromatographie der Peak II-Probe bestätigte die 
erfolgreiche Trennung der beiden Per a 3-Isoformen. 

Um einen zu großen Verlust der 73 kDa-Per a 3-Isoform zu vermeiden, wurden trotz der 
Anwesenheit weiterer Proteine für die sich anschließende Größenausschlusschromatographie 
die Fraktionen 24 bis 30 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert. Für eine bessere 
Nachvollziehbarkeit dieser Reinigung wurde diese Lösung weiterhin als Peak II-Probe 
bezeichnet. 

3.2.1.2 Größenausschlusschromatographie (SEC) 
Der letzte Reinigungsschritt in der Größenausschlusschromatographie hatte zum Ziel, von 
den rechromatographierten Per a 3-Lösungen (Peak I und Peak II) Hämolymph-Proteine mit 
einem anderem Stokes-Radius als den der Per a 3-Proteine abzutrennen.  

 

Die Peak I-Probe eluierte von der SEC mit einem Hauptpeak nach 78.5 ml und einem 
deutlich kleineren Nebenpeak nach 93.5 ml Retentionsvolumen (Abb. 3-19).  
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Abb. 3-19: Größenausschlusschromatographie der Peak I-Probe nach Protokoll 1 mit 7.5%igen SDS- 
und nativen Kontrollgelen. 

A) Größenausschlusschromatographie (SEC; S-300 ;16/60) von Peak I. Es wurden 2 ml der Peak I-Probe 
auf die SEC mit Schabenpuffer C (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) bei einer Flussrate 
von 0.5 ml/Min. aufgetragen, eluiert und in 3 ml-Fraktionen gesammelt. 

A 

B 

C 
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Die Probe eluierte nach 78.5 ml Retentionsvolumen in einem Haupt- und nach 93.5 ml Retentionsvolumen in 
einem deutlich kleineren Nebenpeak. 

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf Coomassie-gefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden 
je 25 µl der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. 
Die auf die SEC aufgegebene Peak 2-Lösung wurde als Fraktion „0“ bezeichnet und wurde zusätzlich 1:10 mit 
Schabenpuffer C verdünnt auf das Gel appliziert. 

Der Hauptpeak enthielt in den Fraktionen 14 bis 19 hauptsächlich die 80 kDa-Per a 3-Isoform. Der Nebenpeak 
enthielt auf der SDS-PAGE niedermolekulare Proteine mit Molekulargewichten zwischen 37 kDa und 50 kDa. 

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur 
wurden je 25 µl der zuvor 1:2 mit Schabenpuffer C verdünnten und 2:3 mit BPB versetzten Probe auf das Gel 
appliziert. Als Referenz wurde der Eurypelma-Marker verwendet. 

Die nativen Gele zeigten, dass die 80 kDa-Per a 3-Isoform in den Fraktionen 14 bis 19 in hoher Reinheit und 
in ihrer intakten hexameren Oligomerisierung vorlag. Den niedermolekularen Proteinen des Nebenpeaks 
konnten auch auf dieser silbergefärbten nativen PAGE keine Proteinbanden zugeordnet werden.  

Für die weitere Proteincharakterisierung wurden für die 80 kDa-Per a 3-Isoform die Fraktionen 12 bis 24 
vereinigt und aufkonzentriert. 

 

Die Kontrolle der jeweiligen Fraktionen zeigte insbesondere auf der nativen PAGE, dass 
nach diesem letzten Reinigungsschritt die 80 kDa-Per a 3-Isoform in hoher Reinheit und in 
der intakten hexameren Oligomerisierung vorlag (Abb. 3-19). Auffällig war allerdings auf 
der SDS-PAGE die hochmolekulare Proteinbande bei über 250 kDa, der auf der nativen 
PAGE keine separate Proteinbande zugeordnet werden konnte (Abb. 3-19). Eine solche 
hochmolekulare Proteinbande wurde bereits in meiner Diplomarbeit beobachtet und wurde 
bei dieser Reinigung nach Protokoll 1 ebenfalls bei der Fraktionskontrolle zusammen mit der 
73 kDa-Per a 3-Isoform auf SDS-Gelen angefärbt (Abb. 3-20). Diese Beobachtung wird 
zusammen mit der weiteren Charakterisierung der Per a 3-Isoformen in Abschnitt 3.3 erneut 
aufgegriffen.  

Dem zweiten kleineren Peak der SEC konnten auf dem SDS-Gel niedermolekulare Proteine 
mit Molekulargewichten von 37 kDa bis 50 kDa zugeordnet werden, denen auf der silber-
gefärbten nativen PAGE allerdings keine separate Proteinbanden zugeordnet werden konnten 
(Abb. 3-19).  

 

Die Peak II-Probe eluierte von der Größenausschlusssäule nach 81.5 ml Retentionsvolumen 
in nur einem Peak. Jedoch waren bei der Kontrolle der Fraktionen sowohl auf der SDS-
PAGE als auch auf der nativen PAGE überraschender Weise zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-
Isoform weitere Proteinbanden zu erkennen (Abb. 3-20). Insbesondere in den Fraktionen 16 
und 17 wurden ober- und unterhalb der 73 kDa-Per a 3-Isoform zusätzlich drei Proteinbanden 
auf der nativen PAGE beobachtet (Abb. 3-20). Bei der obersten Bande mit der geringsten 
Mobilität handelte es sich wahrscheinlich um die Diphenoloxidase, die bereits zuvor in der 
Hämolymphe nachgewiesen wurde (Abb. 3-11). Die übrigen beiden Banden wurden in dieser 
Arbeit nicht weiter identifiziert.  
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Abb. 3-20: Größenausschlusschromatographie der Peak II-Probe nach Protokoll 1 mit 7.5%igen SDS- 
und nativen Kontrollgelen. 

A) Größenausschlusschromatographie (SEC; S-300 ;16/60) von Peak II. Es wurden 2 ml der Peak I-
Probe auf die SEC mit Schabenpuffer C (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) bei einer 
Flussrate von 0.5 ml/Min. aufgetragen, eluiert und in 3 ml-Fraktionen gesammelt. 

A 

B 

C 
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Die Probe eluierte in einem Hauptpeak nach 81.5 ml Retentionsvolumen von der SEC. 

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 
25 µl der zuvor 2:3 mit Schabenpuffer C verdünnten und 1:2 mit DP versetzten Proben appliziert. Als 
Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. 

Die 73 kDa-Per a 3-Isoform eluierte über einen weiten Volumenbereich und war in den Fraktionen 15 bis 24 
vertreten. Ab Fraktion 18 eluierte zusätzlich ein 88 kDa-Protein, welches offensichtlich einen ähnlichen 
Stokes-Radius besaß wie die hexamere 73 kDa-Per a 3-Isoform. Der Hauptpeak enthielt in den Fraktionen 14 
bis 19 hauptsächlich die 73 kDa- Per a 3-Isoform. 

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur 
wurden je 25 µl der zuvor 1:2 mit Schabenpuffer C verdünnten und 2:3 mit BPB versetzten Proben auf das 
Gel appliziert. Als Referenz wurde der Eurypelma-Marker verwendet. 

Die nativen Gele zeigten, dass die 73 kDa-Per a 3-Isoform in den Fraktionen 14 bis 24 in ihrer intakten 
hexameren Oligomerisierung vorlag. Auch auf diesen Gelen waren zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-Isoform 
weitere Proteinbanden zu erkennen. Bei der obersten Bande handelte es sich eventuell um die 
Diphenoloxidase, die in der HL nachgewiesen wurde (Abb. 3-11)). 

Für die weitere Proteincharakterisierung wurden für die 73 kDa-Per a 3-Isoform die Fraktionen 11 bis 26 
vereinigt und aufkonzentriert. 

 

Für das Endergebnis dieser beiden SEC-Läufe wurden für die 80 kDa-Per a 3-Isoform die 
Fraktionen 12 bis 24 aus dem SEC-Lauf der Peak I-Probe (Abb. 3-19) und für die 73 kDa-
Per a 3-Isoform die Fraktionen 11 bis 26 aus dem SEC-Lauf der Peak II-Probe (Abb. 3-20) 
vereinigt und aufkonzentriert. 

 

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie in Material und Methode beschrieben  über die 
Messung der Absorption bei 280 nm (Abschnitt 2.6.1). Für die 80 kDa-Per a 3-Isoform 
wurde für den spezifischen Extinktionskoeffizienten ε280 nm=1.65 [l/(g*cm)] und für die 
73 kDa-Per a 3-Isoform ε280 nm = 1.44 [l/(g*cm)] verwendet [148].  

Somit wurden ausgehend von 150 mg Hämolymphe durch diese Reinigung nach Protokoll 1 
insgesamt 4.1 mg der 80 kDa-Per a 3-Isoform und 5.3 mg der 73 kDa-Per a 3-Isoform 
isoliert. Dies entsprach einer Ausbeute von 2.7% (w/w) der 80 kDa-Per a 3-Isoform und von 
3.5% (w/w) der 73 kDa-Per a 3-Isoform.  

 

Die abschließende Überprüfung der Reinheit und Oligomerisierung der isolierten Per a 3-
Isoformen erfolgte mittels SDS- und nativer PAGE (Abb. 3-21).  
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Abb. 3-21: SDS- und native PAGE der nach Protokoll 1 gereinigten Per a 3-Allergene aus der Hämo-
lymphe der ersten Schabencharge. 

A) silbergefärbte 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden je 0.23 µg der HL, 0.26 µg der 80 kDa-Per a 3-Isoform 
und 0.74 µg der 73 kDa-Per a 3-Isoform 1:2 mit DP versetzt appliziert. Als Proteinstandard wurde der 
BioRad-Marker verwendet.  

In der Hämolymphe wurden bei dieser Verdünnung lediglich die beiden Per a 3-Isoformen mit ihrem 
typischen Molekulargewicht von 80 kDa und 73 kDa nachgewiesen. Bei den niedermolekularen Banden (50-
70 kDa) handelte es sich wahrscheinlich um eine Verunreinigung mit Keratinen, die in sämtlichen Spuren 
silbergefärbter SDS-Gele auftraten [242].  

Die 80 kDa- Per a 3-Isoform wies auf der SDS-PAGE eine sehr hohe Reinheit auf. Dagegen lag bei der 
73 kDa- Per a 3-Isoform zusätzlich ein weiteres Protein mit 88 kDa vor. Wie bereits zuvor, trat mit der 73 
kDa-Per a 3-Isoform eine zusätzliche Proteinbande von über 250 kDa auf, bei der es sich wahrscheinlich um 
Aggregate der 73 kDa-Per a 3-Isoform handelte. 

B) silbergefärbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 0.21 µg der HL, 0.20 µg der 80 kDa-Per a 3-
Isoform und 0.55 µg der 73 kDa-Per a 3-Isoform 2:3 mit BPB versetzt appliziert. Als Referenz wurde der 
Eurypelma-Marker verwendet. 

Diese native PAGE zeigte eindeutig, dass die Per a 3-Proteine aus der Hämolymphe in ihrer intakten 
hexameren Form isoliert wurden. Eine partielle Dissoziation der Isoformen wurde nicht beobachtet. Der 
Anteil des 88 kDa-Proteins war gegenüber der Per a 3-Isoform so gering, dass auf eine weitere 
Reinigungsprozedur im Hinblick auf die ansonsten verringerte Proteinausbeute verzichtet wurde.  

 

Hierbei wurde bei einer Auftragung von 0.2 µg der 80 kDa- Per a 3-Isoform und 0.6 µg der 
73 kDa-Per a 3-Isoform auf der SDS-PAGE die Proteinnachweisgrenze für die Silberfärbung 
deutlich überschritten. Dennoch konnte bestätigt werden, dass die 80 kDa- Per a 3-Isoform 
sehr homogen war und auf der nativen PAGE auch die typische Hexamerbande aufwies 
(Abb. 3-21). Im Unterschied hierzu war in der 73 kDa-Per a 3-Probe auf der SDS-PAGE eine 
weitere Proteinbande bei 88 kDa nachweisbar, die auch auf der native PAGE als schwache 
Bande oberhalb des hexameren 73 kDa-Per a 3-Proteins beobachtet werden konnte (Abb. 
3-21). Der Anteil dieser Bande war im Vergleich zur Per a 3-Isoform so gering, dass vor 
allem im Hinblick auf die damit verbundenen Proteinverluste darauf verzichtet wurde, die 
Probe einer erneuten Reinigungsprozedur zu unterziehen. Bei den niedermolekularen Banden 

A B 



3 Ergebnisse: Reinigung 

 

Seite 86 

zwischen 50 kDa und 70 kDa handelte es sich wahrscheinlich um eine Verunreinigung mit 
Keratinen, die in sämtlichen Spuren silbergefärbter SDS-Gelen auftrat [242]. Die in der 
73 kDa-Per a 3-Probe vorhandene Proteinbande von über 250 kDa trat auf SDS-Gelen häufig 
mit der 73 kDa-Per a 3-Isoform auf und wurde –ausgehend von einer anderen 73 kDa-Per a 
3-Probe massenspektrometrisch als Aggregate dieser Isoform identifiziert (Abschnitt 3.3.2.1). 

Die auf diese Weise isolierten Per a 3-Isoformen wurden für die Charakterisierung in 
Abschnitt 3.3 verwendet.  

3.2.1.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 1 
Mit diesem Protokoll gelang es, zwei Per a 3-Isoformen getrennt voneinander zu isolieren. 
Die 80 kDa-Per a 3-Isoform lag dabei in ausgesprochen hoher Reinheit vor, wohingegen bei 
der 73 kDa-Per a 3-Isoform zusätzlich eine 88 kDa-Bande auf der SDS-PAGE zu beobachten 
war. Insgesamt konnte durch dieses Reinigungsprotokoll für beide Isoformen, insbesondere 
für die 80 kDa-Per a 3-Isoform die Proteinausbeute gegenüber der der Diplomarbeit 
signifikant verbessert werden. In der Diplomarbeit wurden unterschiedliche Elutions-
gradienten benutzt und die Ausbeute der 80 kDa-Per a 3-Isoform betrug 0.23% (w/w) und die 
der 73 kDa-Per a 3-Isoform 3.1% (w/w).  

3.2.2 Aufreinigung des Crude-Extraktes nach Protokoll 2  
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Reinigung nach Protokoll 1 wurde dieses 
Reinigungsprotokoll u.a. darauf hin ausgerichtet, die in der 73 kDa-Per a 3-Isoform ent-
haltene 88 kDa-Proteinbande bereits im Anionenaustauscherschritt von den Per a 3-Proteinen 
zu separieren, da eine Trennung des 88 kDa-Proteins von den Per a 3-Isoformen in der SEC 
offensichtlich nicht möglich war. 

Die Aufreinigung nach Protokoll 2 zeichnete sich durch eine relativ kurze Aufreinigungszeit 
sowie eine erfolgreiche Trennung der Per a 3-Isoformen bereits im ersten Anionenaus-
tauscher-Schritt aus (Abschnitt 2.3.3). Daher konnte die in Protokoll 1 noch benötigte 
Rechromatographie bei dieser Aufreinigung entfallen. Das für Protokoll 2 verwendete 
Reinigungsprotokoll gliederte sich somit in zwei Schritte: 

1. Anionenaustauscher-Chromatographie des Crude-Extraktes (CE) 
(Uno Q12; Stufengradient: 80 mM NaCl und 150 mM NaCl) 

2. Größenausschlusschromatographie isolierter Peak-Proben 

(S-300, 16/60) 

3.2.2.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) 
Basierend auf diversen Testläufen wurden für die Elution der Per a 3-Isoformen zwei Salz-
konzentrationen (80 mM NaCl und 150 mM NaCl) bestimmt, die bei dem Stufengradienten 
dieser IEX zur Anwendung kamen (Abb. 3-22). Für diese präparative Proteinaufreinigung 
wurden 40 ml Crude-Extrakt in insgesamt 20 Anionenaustauscherläufen aufgereinigt.  
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Abb. 3-22: Erster Reinigungsschritt des Crude-Extraktes von Periplaneta americana nach Protokoll 2.  

A) Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX, Uno Q12). Es wurden 2 ml unverdünnter CE mit Schaben-
puffer B (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5) auf den Anionenaustauscher bei 20°C aufgetragen. Die Elution erfolgte 
durch einen Stufengradienten (80 mM und 150 mM NaCl) mit Elutionsschabenpuffer B (20 mM TRIS/HCl, 
1 M NaCl, pH 7.5) bei einer Flussrate von 1 ml/Min. Das Eluat wurde in 3 ml-Fraktionen gesammelt. 

Typischerweise eluierten die CE-Bestandteile in vier Peaks von der Säule. Die ersten beiden Peaks (Peak 1 
und 2) eluierten bei 80 mM NaCl, Peak 3 bei 150 mM NaCl und Peak 4 schließlich bei linear ansteigendem 
Salzgehalt (150 mM - 500 mM NaCl). 

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefärbten bzw. Coomassie-gefärbten 7.5%igen SDS-
Gelen. Pro Spur wurde je nach Gel 25 µl bzw. 13 µl bzw. 8 µl der zuvor 1:2 mit DP versetzten Probe 
appliziert. Der Crude-Extrakt wurde zusätzlich 1:30 mit Schabenpuffer B verdünnt. Als Proteinstandard wurde 
der BioRad-Marker verwendet. 

Der CE enthielt zahlreiche Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten. In Fraktion 4 und 5 war neben 
weiteren Proteinen die 80 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden und in den Fraktionen 9 bis 11 u.a. die 73 kDa-
Per a 3-Isoform. In den Fraktionen 24 bis 30 dominierte ein 39 kDa-Protein, welches massenspektrometrisch 
als Per a 9 identifiziert wurde. An die Säule gebundenes 73 kDa-Per a 3 eluierte in den Fraktionen 40 bis 45. 

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur 
wurden je 25 µl der 3:4 mit BPB versetzten Proben appliziert. Der CE wurde zuvor zusätzlich 1:10 mit 
Schabenpuffer B verdünnt. Als Referenz wurde der Eurypelma-Marker verwendet.  

Trotz der höheren Probenverdünnung konnte im CE durch Überladung keine Proteinbande identifiziert 
werden. Die 80 kDa-Per a 3 Isoform eluierte in Fraktion 4 und wies ebenso wie die 73 kDa-Per a 3-Isoform die 
für hexamere Per a 3-Isoformen typische Proteinbande auf. Per a 9 (Fraktion 24 - 29)zeigte eine ähnliche 
Mobilität wie die UE des Palinurus-Markers. 

In dieser Reinigung passierte die 80 kDa-Per a 3-Isoform den Anionenaustauscher hauptsächlich in ungebun-
dener Form, wohingegen die 73 kDa-Per a 3-Isoform an die Matrix gebunden hatte und in Peak 3 eluierte. 
Peak 2 enthielt im Wesentlichen Per a 9.  

Für die weitere Aufreinigung wurden für Peak 2 (Per a 9) typischerweise die Fraktionen 29 bis 33 und für 
Peak 3 (73 kDa-Per a 3-Isoform) die Fraktionen 40 bis 45 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert. 

 

Als Bindungspuffer wurde Schabenpuffer B (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5) und zur Elution 
Elutionsschabenpuffer B (20 mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5) verwendet.  

Ein typisches Elutionsprofil von 2 ml aufgetragenem Periplaneta Crude-Extrakt zeichnete 
sich u.a. durch zahlreiche nicht gebundene Crude-Extrakt-Bestandteile sowie vier eluieren-
den Hauptproteinpeaks aus (Abb. 3-22). Von diesen absorbierte Peak 2 am stärksten.  

Die nicht an den Anionenaustauscher gebundenen Crude-Extrakt-Bestandteile eluierten in 
den ersten 15 Fraktionen. Die Kontrolle dieser Fraktionen auf SDS- und nativer PAGE (Abb. 

C 
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3-22 B, C) zeigte, dass neben zahlreichen Proteinen insbesondere in den Fraktionen 4 und 5 
die 80 kDa-Per a 3-Isoform sowie in den Fraktionen 9 bis 11 die 73 kDa-Per a 3-Isoform 
ungebunden die Säule passierten (Abb. 3-22). Beide ungebundenen Per a 3-Isoformen 
eluierten als Hexamere in ihrer nativen Form (Abb. 3-22). 

Die an die Säule gebundenen Proteine eluierten bei dem zweistufigen Salzgradienten in 
Gegenwart des Elutionsschabenpuffer B im Wesentlichen in vier Hauptpeaks (Peak 1 bis 4) 
(Abb. 3-22). Die ersten beiden Peaks (Fraktion 22 bis 35) eluierten in der ersten Stufe bei 
80 mM NaCl. Diese Peak-Fraktionen wiesen bei der SDS-PAGE fünf Proteinbanden unter-
schiedlicher Molekulargewichte unterhalb von 50 kDa auf (50 kDa, 39 kDa, 35 kDa, 29 kDa 
und 25 kDa) (Abb. 3-22). Dabei lag das 39 kDa-Protein in der höchsten Konzentration vor 
und eluierte über einen weiten Fraktionsbereich. Dieses 39 kDa-Protein wurde in dieser 
Arbeit massenspektrometrisch als Per a 9 identifiziert (Abschnitt 3.4.1). Auf der nativen 
PAGE besaß Per a 9 eine ähnliche Mobilität wie die Untereinheiten (UE) des Palinurus-
Hämocyanins (Hc P.e., Palinurus-Marker). Die ausführliche Charakterisierung von Per a 9 
ist in Abschnitt 3.4 dargestellt. 

Wie bereits bei der Untersuchung der Zusammensetzung des Crude-Extraktes deutlich wurde 
(Abschnitt 3.1) und auch auf den Kontrollgelen dieser Aufreinigung gut zu sehen war (Abb. 
3-4, Abb. 3-5), war die 80 kDa-Per a 3-Isoform gegenüber der 73 kDa-Per a 3-Isoform nur in 
sehr geringen Mengen im CE vertreten. Da außerdem in diesem ersten Reinigungsschritt 
bereits ein großer Anteil der 80 kDa-Per a 3-Isoform die Säule ungebunden passiert hatte, 
war auf den Kontrollgelen in den Fraktionen 22 bis 33 (Peak 1 und 2) bei 80 mM NaCl die 
80 kDa-Per a 3-Isoform auch mit der Silberfärbung nicht mehr nachweisbar (Abb. 3-22).  

Insbesondere bei Peak 2 fiel in Fraktion 29 die hohe Absorption von über 2 (OD 280 nm) auf. 
Trotz des hohen Anteils von Per a 9 in dieser war es sehr unwahrscheinlich, dass dieses 
Protein alleine für diese hohe Absorption verantwortlich war. Ein solcher ausgeprägter 
Absorptionspeak wurde bei allen säulenchromatographischen Trennungen des Crude-Extrakt 
beobachtet und trat nicht zwangsläufig mit Per a 9 assoziiert auf (z.B. Abb. 3-7). Allerdings 
konnte er auch keinem anderen Protein zugewiesen werden. Wahrscheinlich handelte es sich 
daher um bei 280 nm absorbierende Pigmente.  

In der zweiten Stufe bei 150 mM NaCl eluierte Peak 3 in den Fraktionen 39 bis 45. Die 
Kontrolle dieser Fraktionen auf SDS- und nativer PAGE ergab, dass in diesen Fraktionen 
erwartungsgemäß die 73 kDa-Per a 3-Isoform in ihrer nativen Form und zusätzlich Proteine 
mit einem Molekulargewicht von unter 70 kDa eluierten (Abb. 3-22). 

Peak 4 eluierte erst bei steigendem Salzgradienten von dem Anionenaustauscher und enthielt 
zahlreiche Proteinspezies, u.a. ein 80 kDa-Protein in Fraktion 52 (Abb. 3-22 B). Dabei 
könnte es sich um Transferrin gehandelt haben. Transferrin ist ein Hämolymph-Protein, 
welches bisher in der Südamerikanischen Schabe Blaberus discoidalis mit einem Molekular-
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gewicht von 78 kDa identifiziert wurde [294]. Ausgehend von der Sequenz weist es einen 
isoelektrischen Punkt von pHi 5.3 auf und ist somit stärker negativ geladen als die 80 kDa-
Per a 3-Isoform und sollte daher auch stärker mit der Anionenaustauschermatrix wechsel-
wirken als die Per a 3-Proteine. Eine Unterscheidung von Transferrin und den Per a 3-
Proteinen war auf der SDS-PAGE aufgrund des ähnlichen Molekulargewichts nicht möglich. 
Allerdings sind Transferrine im Unterschied zu den Per a 3-Proteinen Monomere, sodass 
dieses Protein spätestens mit der SEC von den Per a 3-Proteinen separiert werden sollte 
[294].  

Wie eingangs erwähnt, konnte bei diesem Protokoll aufgrund der guten Trennung der 
Isoformen auf eine zusätzliche und auch zeitintensive Rechromatographie verzichtet werden. 
Für den zweiten und letzten Reinigungsschritt wurden von Peak 2 typischerweise die 
Fraktionen 29 bis 33 und von Peak 3 die Fraktionen 40 bis 45 vereinigt, mit Schabenpuffer D 
(100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) umgepuffert und für die sich an-
schließende Größenausschlusschromatographie aufkonzentriert. Zur besseren Nachvollzieh-
barkeit dieser Aufreinigung wurden diese Lösungen weiterhin als Peak 2- und Peak 3-Probe 
bezeichnet.  

3.2.2.2 Größenausschlusschromatographie (SEC) 
Die Peak 2-Probe eluierte von der SEC mit einem Hauptpeak nach 99.5 ml sowie zwei 
deutlich kleineren Nebenpeaks, die nach 129.5 ml und 153.5 ml Retentionsvolumen von der 
S-300-Säule (16/60) eluierten (Abb. 3-23).  
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Peak 2-Probe (Protokoll 2) 
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Abb. 3-23: Größenausschlusschromatographie der Peak 2-Probe nach Protokoll 2 mit SDS- und 
nativem Kontrollgel.  

A) Größenausschlusschromatographie (SEC; S-300; 16/60) von Peak 2. Es wurden 2 ml der Peak 2-
Lösung auf die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) 
aufgetragen. Die Proteine eluierten bei einer Flussrate von 0.5 ml/Min. in einem Haupt- und zwei Nebenpeaks 
nach 99.5 ml, 129.5 ml und 153.5 ml Retentionsvolumen von der SEC und wurden in 3 ml-Fraktionen 
gesammelt.  

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 10%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 25 
µl der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. Die 
auf die SEC aufgegebene Peak 2-Lösung wurde als Fraktion „0“ bezeichnet. 

Der Hauptpeak enthielt in Fraktion 23 hauptsächlich Per a 9 bei 39 kDa. Den Nebenpeaks konnten auf dieser 
PAGE keine Proteinbanden zugeordnet werden.  

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Die 
Proben wurden 2:3 mit Schabenpuffer D und anschließend 3:4 mit BPB versetzt, sodass eine identische 
Probenmenge wie auf die SDS-Gele appliziert wurde. Lediglich Fraktion „0“ wurde gegenüber der SDS-
PAGE zusätzlich 1:8 mit Schabenpuffer D verdünnt. Als Referenz wurde neben dem schlecht aufgelösten 
Eurypelma-Marker das andissoziierte Hämocyanin von Palinurus elephas (Hc P.e., Palinurus-Marker.) 
verwendet. 

Der Proteinhauptpeak setzte sich in den Fraktionen 21 und 23 aus auf der nativen PAGE schlecht aufgelösten 
Proteinbanden mit höherer Mobilität als die 6-meren Referenz-Hämocyanine zusammen. Den Nebenpeaks 
konnten auch auf der nativen PAGE keine Proteine zugeordnet werden. 

A 

B C 
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Für die weitere Proteincharakterisierung wurden für Per a 9 die Fraktionen 21 bis 26 vereinigt und aufkonzen-
triert. Dieses Protokoll eignete sich nicht zur Gewinnung der 80 kDa-Per a 3-Isoform. 

 

Die Kontrollgele dieses Laufs zeigten, dass der Proteinhauptpeak (99.5 ml Retentions-
volumen) hauptsächlich Per a 9 enthielt (Abb. 3-23). Eine Elution der nativen 80 kDa-
Per a 3-Isoform wäre bei ca. 85 ml zu erwarten gewesen. Somit handelte es sich bei der 
77 kDa-Proteinbande auf der SDS-PAGE in den Fraktionen 21 und 23 um keine der charak-
terisierten Per a 3-Isoformen (Abb. 3-23). 

Die Proteine in den zwei kleinen Nebenmaxima hatten offensichtlich eine zu geringe 
Konzentration als dass sie bei der Kontrolle der Fraktionen auf SDS- und nativer PAGE mit 
der Silberfärbung hätten angefärbt werden können und wurden daher nicht weiter 
identifiziert. 

Aus diesem Lauf wurden die Per a 9-haltigen Fraktionen 21 bis 26 vereinigt und für die 
Charakterisierung von Per a 9 aufkonzentriert. Die weiterführenden Experimente sind in 
Abschnitt 3.4 dargelegt.  

 

Die Peak 3-Probe eluierte bei der Größenausschlusschromatographie mit vier Peaks nach 
84.5 ml, 99.5 ml, 132.5 ml und 153.5 ml Retentionsvolumen (Abb. 3-24).  
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Peak 3-Proben (Protokoll 2) 
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Abb. 3-24: Größenausschlusschromatographie der Peak 3-Probe nach Protokoll 2 mit SDS- und 
nativem Kontrollgel. 

A) Größenausschlusschromatographie (S-300; 16/60) von Peak 3. Es wurden 2 ml der Peak 3-Lösung auf 
die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) aufgetragen. Die 
Proteine eluierten bei einer Flussrate von 0.5 ml/Min. in vier Peaks nach 84.5 ml, 99.5 ml, 132.5 ml und 
153.5 ml Retentionsvolumen von der SEC und wurden in 3 ml-Fraktionen gesammelt.  

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbtem 10%igen SDS-Gel. Pro Spur wurden je 25 
µl der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. „0“ bezeichnet die Peak 3-Lösung, die auf die SEC aufgegeben 
wurde. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. 

In den Fraktionen 16 bis 20 war hauptsächlich die 73 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden. In Fraktion 23 waren 
zahlreiche zusätzliche Proteinbanden unterhalb von 75 kDa vorhanden. Die Proteinkonzentrationen des 
dritten Peaks war offensichtlich zu gering, um auf dieser PAGE definierte Proteinbanden zu erkennen. Die 
Konzentration von Peak 4 war noch geringer.  

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbtem 7.5%igen nativen Gel (pH 8.8). Die Proben 
wurden 2:3 mit Schabenpuffer D und anschließend 3:4 mit BPB versetzt sodass eine identische Probenmenge 
wie auf die SDS-Gele appliziert wurde. Lediglich Fraktion „0“ wurde gegenüber der SDS-PAGE zusätzlich 
1:8 mit Schabenpuffer D verdünnt. Als Referenz wurde neben dem schlecht aufgelösten Eurypelma-Marker 
der Palinurus-Marker (Hc P.e.) verwendet. 

Zusätzlich zur typischen Hexamerbande der 73 kDa-Per a 3-Isoform auf Höhe des 6-meren Palinurus Hämo-

Peak 1 

Peak 2 

Peak 3 
Peak 4 

A 

B C
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cyanins (Hc P.e.) waren in den Fraktionen 16 bis 20 weitere Proteinbanden zu erkennen, die weiter als 
Per a 3 in die Gelmatrix eingewandert waren. In Fraktion 23 bildeten die zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-
Isoform vorhanden Proteine einen Schlier, der keine Erkennung bestimmter Proteinbanden zuließ. In 
Fraktion 34 konnte auch auf der nativen PAGE keine Proteinbanden detektiert werden. 

Für die anschließende Proteincharakterisierung wurden für die 73 kDa-Per a 3-Isoform die Fraktionen 15 bis 
20 vereinigt und aufkonzentriert.  

 

Die Kontrolle der Fraktionen auf SDS- und nativer PAGE zeigten, dass nach 84.5 ml 
Retentionsvolumen in Peak 1 (Fraktion 18) hauptsächlich die hexamere 73 kDa-Per a 3-
Isoform vertreten war. Peak 2 eluierte maximal in Fraktion 23 nach 99.5 ml Retentions-
volumen und enthielt zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-Isoform ein Proteingemisch mit einem 
dominierenden 31 kDa-Protein (Abb. 3-24). Die Proteinkonzentrationen von Peak 3 
(Fraktion 34) und Peak 4 (Fraktion 41, nicht gezeigt) lagen unterhalb der Nachweisgrenze der 
Silberfärbung, sodass eine Proteinzuordnung nicht möglich war. 

Aus diesem Lauf wurden für die 73 kDa-Per a 3-Isoform die Fraktionen 15 bis 20 vereinigt 
und aufkonzentriert. Die weiterführende Charakterisierung der 73 kDa-Per a 3-Isoform ist in 
Abschnitt 3.3 dargelegt. 

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie in Material und Methode beschrieben  über die 
Messung der Absorption bei 280 nm (Abschnitt 2.6.1). Für die 73 kDa-Per a 3-Isoform 
wurde für den spezifischen Extinktionskoeffizienten ε280nm= 1.44 [l/(g*cm)] und für Per a 9 
ε280nm= 0.92 [l/(g*cm)] verwendet. Somit wurde ausgehend von 1556 mg CE 1.3 mg der 
73 kDa-Per a 3-Isoform und 2.5 mg Per a 9 gewonnen. Dies entsprach einer Proteinausbeute 
von 0.08% (w/w) für die 73 kDa-Per a 3-Isoform und von 0.16% (w/w) für Per a 9. 

 

Die Überprüfung dieser endgereinigten Proteine auf SDS- und nativer PAGE ergab, dass die 
Per a 3-Isoform zusätzlich zur 73 kDa-Bande weitere Proteinbanden bei 68 kDa und über 
250 kDa aufwies (Abb. 3-25). Diese Banden wurden massenspektrometrisch untersucht und 
jeweils als Aggregat bzw. Bruchstück der 73 kDa-Per a 3-Isoform identifiziert (Abschnitt 
3.3). Auf der nativen PAGE waren jedoch weder Aggregate noch Dissoziate oder proteoly-
tische Bruchstücke nachweisbar (Abb. 3-25). Die Isolation der 73 kDa-Per a 3-Isoform von 
dem 88 kDa-Protein war mit Protokoll 2 erfolgreich.  

In der Per a 9-Probe wurden auf dem SDS-Gel ebenfalls zusätzliche Banden mit geringerem 
Molekulargewicht angefärbt, von denen die Bande bei ca. 27 kDa massenspektrometrisch als 
Per a 9 Fragment identifiziert wurde (s. Anhang, Abschnitt 8.2.4). Möglicherweise könnte es 
sich bei den übrigen beiden Banden ebenfalls um Per a 9-Fragmente gehandelt haben oder 
aber um weitere Proteine, denen auf der nativen PAGE die schwach angefärbte Proteinbande 
unterhalb der ausgeprägten Per a 9- Bande zuzuordnen war (Abb. 3-25).  
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3.2.2.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 2 
Bereits in dem ersten Reinigungsschritt über die IEX wurde deutlich, dass dieses Protokoll 2 
nicht geeignet war, um die geringen Mengen der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem Crude-
Extrakt effizient isolieren zu können. Insgesamt stellte sich die hohe Ionenstärke des Crude-
Extraktes als problematisch für diese IEX heraus. Neben CaCl2 und MgCl2  aus dem Crude-
Extrakt-Puffer erhöhten noch zusätzliche Ionen und vor allem DNA und RNA aus dem 
Schabenmazerat die Ionenstärke des Extraktes. Dadurch stieg die Leitfähigkeit beim Proben-
auftrag punktuell auf maximal 0.28 mS/cm an, sodass u.a. für die 80 kDa-Per a 3-Isoform die 
Elutionsbedingungen von 80 mM NaCl erreicht waren und diese Isoform nur sehr schlecht an 
die Matrix binden konnte. Eine Überladung der Säule konnte bei der Auftragung von 80 mg 
CE bei einer Säulenkapazität von 160 mg ausgeschlossen werden. Eventuell wurde jedoch 
die Kapazität der Säule durch gebundene DNA und RNA herabgesetzt.  
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Abb. 3-25: Kontrolle der Reinheit und Oligomerisierung der nach Protokoll 2 isolierten Allergene aus 
dem Crude-Extrakt der zweiten Schabencharge.  

A) Coomassie-gefärbte 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden 1.26 µg der 73 kDa-Per a 3-Isoform und 3.2 µg 
Per a 9 auf das Gel appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.  

Die Per a 3-Isoform wies zusätzlich zur 73 kDa-Bande weitere Proteinbanden bei 68 kDa und über 250 kDa 
auf. Diese Banden wurden massenspektrometrisch analysiert und jeweils als Aggregat bzw. Bruchstück der 73 
kDa-Per a 3-Isoform identifiziert. In der Per a 9 Probe waren ebenfalls zusätzlich zur 39 kDa-Bande weitere 
niedermolekulare Banden bei 35 kDa, 30 kDa und 27 kDa vorhanden, von denen die 27 kDa-Bande ebenfalls 
massenspektrometrisch als Per a 9-Fragment bestimmt wurde. Die Isolation der 73 kDa-Per a 3-Isoform von 
dem 88 kDa-Protein aus Protokoll 1 war bei dieser Aufreinigung nach Protokoll 2 gelungen.  

B) Coomassie-gefärbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 1.26 µg der 73 kDa-Per a 3-Isoform und 
3.2 µg Per a 9 der zuvor 3:4 mit BPB versetzen Proben auf das Gel appliziert. Als Referenz diente der 
Palinurus-Marker (Hc P.e.).  

Diese native PAGE zeigte eindeutig, dass die 73 kDa-Per a 3-Isoform trotz Spaltprodukte in seiner intakten 
hexameren Form und zusätzlich in hoher Reinheit auf der nativen PAGE vorlag. Auch die Per a 9-Probe wies 
eine sehr hohe Reinheit auf.  
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3.2.3 Aufreinigung des Crude-Extraktes nach Protokoll 3  
Insgesamt stellte sich die Reinigung der Allergene aus dem Crude-Extrakt nach Protokoll 2 
bei einer Ausbeute der 73 kDa-Per a 3-Isoform mit 0.08% (w/w) und 0% der 80 kDa-Per a 3-
Isoform als nicht optimal heraus. Aus diesem Grund wurde das Protokoll insbesondere im 
Hinblick auf die Ausbeute optimiert. 

In diesem Protokoll 3 wurde dafür im ersten Reinigungsschritt auf den Stufengradienten und 
den damit verbundenen kurzen Elutionszeiten verzichtet und stattdessen ein langsamer linear 
ansteigender Salzgradient (0 bis 200 mM NaCl) gewählt. 

Das für Protokoll 3 verwendete Reinigungsprotokoll gliederte sich in zwei Schritte: 

1. Anionenaustauscher-Chromatographie des Crude-Extraktes (CE) 
(Uno Q12; linearer Gradient 0 bis 200 mM NaCl) 

2. Größenausschlusschromatographie der isolierten Peak-Proben 
(S-300; 26/60) 

 

3.2.3.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) 
Für diese präparative Proteinaufreinigung wurden 18 ml Crude-Extrakt in insgesamt neun 
Anionenaustauscherläufen aufgereinigt. Im Zuge dieser Aufreinigung stellten sich 2 ml 
aufgetragener Crude-Extrakt als optimal heraus. Als Bindungspuffer wurde bereits wie zuvor 
Schabenpuffer B (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5) und zur Elution Elutionsschabenpuffer B 
(20 mM TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5) verwendet. 

Ein typisches Elutionsprofil ist in Abb. 3-26 dargestellt. Dessen Verlauf ähnelte trotz 
linearem Salzgradienten dem IEX-Profil aus Protokoll 2 in erstaunlicher Weise (Abb. 3-22). 
Zusätzlich zu den ungebundenen Crude-Extrakt-Bestandteilen setzte sich das Elutionsprofil 
ebenfalls im Wesentlichen aus vier Peaks zusammen (Abb. 3-26). 

Die nicht gebundenen Bestandteile passierten bis einschließlich Fraktion 9 die Anionen-
austauscher-Säule (Abb. 3-26). Die Kontrolle dieser Fraktionen zeigte auf SDS- und nativer 
PAGE, dass insbesondere in Fraktion 3 zusätzlich zu zahlreichen weiteren Proteinen sowohl 
die 80 kDa-Per a 3-Isoform als auch die 73 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden waren (Abb. 
3-26). Somit wies dieses Protokoll eine ähnliche Problematik auf, wie sie bereits im 
vorherigen Abschnitt in Protokoll 2 beobachtet wurde: die Ionenstärke des Extraktes war bei 
der Probenauftragung punktuell zu hoch, sodass die Per a 3-Isoformen nicht vollständig an 
die Matrix binden konnten.  
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Abb. 3-26: Erster Reinigungsschritt des Crude-Extraktes von Periplaneta americana nach Protokoll 3.  

A) Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX; Uno Q12). Es wurden 2 ml unverdünnter CE mit 
Schabenpuffer B (20 mM TRIS/HCl, pH 7.5) auf den Anionenaustauscher bei 20°C aufgetragen. Die Elution 
erfolgte mit einem linearen Salzgradienten von 0 bis 200 mM NaCl mit Elutionsschabenpuffer B (20 mM 
TRIS/HCl, 1 M NaCl, pH 7.5) bei einer Flussrate von 1 ml/Min. Das Eluat wurde in 5 ml-Fraktionen ge-
sammelt. 

Peak 1 

Peak 2 

Peak 3 

Peak 4 

A 

B 

C 
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Typischerweise eluierten die CE-Bestandteile in vier Peaks bei 55 mM, 75 mM, 140 mM und 610 mM NaCl 
von der Säule.  

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurde je 25 µl 
der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Zunächst wurden die Gele mit Coomassie gefärbt und im 
Anschluss daran mit der sensitiveren Silberfärbung überfärbt. Um eine bessere Bandenzuordnung zu 
ermöglichen, wurde die Crude-Extrakt Spur (CE) mit der Coomassie-Färbung dargestellt. Als Proteinstandard 
wurde der BioRad-Marker verwendet. 

In Fraktion 3 waren neben zahlreichen weiteren Proteinen die 80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden. 
Diese Isoformen konnten zum Großteil auch an die Säule binden und eluierten in den Fraktionen 20 bis 24 
bzw. 30 bis 32. Zusammen mit der 80 kDa-Per a 3-Isoform eluierte in Fraktion 24 in hohen Konzentrationen 
Per a 9. Das in Protokoll 1 störende 88 kDa-Protein wurde bei diesem Protokoll von dem 73 kDa-Per a 3-
Protein separiert und eluierte in Fraktion 40.  

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur 
wurden 15 µl der 3:4 mit BPB versetzten Probe appliziert. Der CE wurde zuvor zusätzlich 1:10 mit 
Schabenpuffer B verdünnt. Als Referenz wurde der Eurypelma-Marker verwendet.  

Die native PAGE zeigte eindeutig, dass neben zahlreichen weiteren Proteinen in den Fraktionen 20 bis 24 die 
native hexamere 80 kDa-Per a 3-Isoform und in den Fraktionen 30 bis 40 die native hexamere 73 kDa-Per a 3-
Isoform vorhanden war. Per a 9 in Fraktion 24 wies eine ähnliche Mobilität wie die UE g des Euryelma-
Markers auf.  

Obwohl ein gewisser Anteil der Per a 3-Isoformen den Anionenaustauscher ungebunden passierte, wurde ein 
Großteil der 80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Proteine an die IEX gebunden. Die Per a 3-Isoformen wurden ebenso 
wie Per a 9 im Eluat in nativer Form nachgewiesen. Für die anschließende Größenausschlusschromatographie 
wurden von Peak 2 (80 kDa-Per a 3-Isform, Per a 9) die Fraktionen 21 bis 24 und von Peak 3 73 kDa-Per a 3-
Isoform) die Fraktionen 32 bis 37 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert. 

 

Peak 1 (Fraktionen 14 bis 18) enthielt hauptsächlich zwei gering konzentrierte Proteinen mit 
einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa auf der SDS-PAGE (Fraktion 18, Abb. 3-26). 
Peak 2 enthielt zusammen mit dem Nebenpeak in den Fraktionen 20 bis 24 neben zahl-
reichen anderen Proteinen, die zu isolierende 80 kDa-Per a 3-Isoform. Wie bereits von voran-
gegangenen Säulenchromatographien bekannt, war auch hier eine ausgeprägte Absorption in 
Fraktion 20 zu beobachten, die erneut nur geringe Mengen an Protein enthielt (Abb. 3-26). 
Zusammen mit der 80 kDa-Per a 3-Isoform eluierte in Fraktion 24 das in großen Mengen 
vorhandene 39 kDa-Protein (Abb. 3-26), welches bereits mit Protokoll 2 isoliert werden 
konnte und auch bei dieser Reinigung massenspektrometrisch als Per a 9 identifiziert wurde 
(Abschnitt 3.4). In Peak 3 (Fraktionen 30 bis 37) war zusammen mit zahlreichen weiteren 
niedermolekularen Proteinen die 73 kDa-Per a 3-Isoform enthalten (Abb. 3-26). Peak 4 
(Fraktionen 40 bis 46) eluierte erst mit einer Salzkonzentration von über 200 mM NaCl und 
enthielt eine Vielzahl an Proteinen. Von besonderem Interesse war dabei die Proteinbande 
bei 88 kDa, die in der Hämolymph-Aufreinigung aus Protokoll 1 immer mit der 73 kDa-
Per a 3-Isoform assoziiert aufgetreten war und auch im letzten Reinigungsschritt über die 
Größenausschlusschromatographie von dieser nicht abgetrennt werden konnte (Abb. 3-20). 
Mit Protokoll 3 war es wie zuvor mit Protokoll 2 gelungen, das 88 kDa-Protein von der 
73 kDa-Per a 3-Isoform aus dem Crude-Extrakt heraus zu separieren.  

Aufgrund der guten Trennung der Isoformen in diesem ersten Reinigungsschritt konnte auf 
eine Rechromatographie, wie sie in Protokoll 1 benötigt wurde, verzichtet werden.  
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Für die weitere Reinigung der Per a 3-Isoformen wurden von Peak 2 die Fraktionen 21 bis 24 
und von Peak 3 die Fraktionen 32 bis 37 vereinigt und für die anschließende Größenaus-
schlusschromatographie mit Schabenpuffer D umgepuffert und aufkonzentriert. Zur besseren 
Nachvollziehbarkeit der Reinigung wurden diese Lösungen auch weiterhin als Peak 2- und 
Peak 3-Probe bezeichnet. 

3.2.3.2 Größenausschlusschromatographie (SEC) 
Beide Peak-Proben wurden auf einer Größenausschlusssäule (S-300; 26/60) mit Schaben-
puffer D chromatographiert. Das Elutionsprotokoll war bis auf ein unterschiedliches 
Sammelfenster für die Probenfaktionierung identisch (s. Anhang, Abschnitt 8.8.6). 

Die Peak 2-Probe eluierte mit zwei Peaks nach 129.5 ml und 182.7 ml Retentionsvolumen, 
wobei der Hauptpeak zusätzlich eine Schulter (bei 210.7 ml) aufwies (Abb. 3-27). Da das 
Zeitfenster für Fraktionierung nicht optimal gewählt wurde, wurde der erste Peak manuell 
gesammelt und als „I“ bezeichnet.  
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Abb. 3-27: Größenausschlusschromatographie der Peak 2-Probe nach Protokoll 3 mit 7.5%igen SDS- 
Kontrollgel. 

A) Größenausschlusschromatographie (S-300; 26/60) von Peak 2. Es wurden 2 ml der Peak 2-Lösung auf 
die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) aufgetragen. Insgesamt 
wurde die Säule mit 646 ml Puffer gespült, im Elutionsprofil wurden die ersten 468 ml dargestellt; im 
Anschluss daran, wurde keine Proteinelution mehr beobachtet. Die Probe eluierte bei einer Flussrate von 
1.3 ml/Min. mit zwei Peaks nach 129.5 ml und 182.7 ml Retentionsvolumen von der SEC und wurde in 4 ml-
Fraktionen gesammelt. Der erste Peak wurde manuell gesammelt und im Folgenden als „I“ bezeichnet. 

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 
25 µl der 1:2 mit DP versetzten Proben appliziert. Als Fraktion „0“ wurde die auf die SEC aufgegebene Peak 2-
Lösung bezeichnet und mit „I“ der manuell gesammelte erste Peak. Als Proteinstandard wurde der BioRad-
Marker verwendet.  

Lediglich die manuell gesammelte Fraktion „I“ enthielt in geringen Mengen die 80 kDa-Per a 3-Isoform. 
Bereits ab Fraktion 7 dominierte über einen breiten Fraktionsbereich Per a 9 mit 39 kDa. 

Für die weitere Proteincharakterisierung wurden für die 80 kDa-Per a 3-Isoform die manuell gesammelte 
Fraktion „I“ und für Per a 9 die Fraktionen 7 bis 18 vereinigt und aufkonzentriert. 

 

I 

A 

B 
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Die Kontrolle der Fraktionen auf der SDS-PAGE zeigte deutlich, dass in „I“ die gesuchte 
80 kDa-Per a 3-Isoform, allerdings nur in geringer Menge vorhanden war (Abb. 3-27). Der 
Proteinhauptanteil verfiel bereits ab Fraktion 7 (bis Fraktion 18) auf Per a 9. Dieses eluierte 
nach 182.7 ml Retentionsvolumen im Hauptpeak zusammen mit weiteren niedermolekularen 
Proteinen. Für die nachfolgenden Proteincharakterisierungen wurde für die 80 kDa-Per a 3-
Isoform die Fraktion „I“ verwendet und aufkonzentriert und für Per a 9 die Fraktionen 7 bis 
18 vereinigt und aufkonzentriert. 

 

Für die Größenausschlusschromatographie der Peak 3-Probe wurde das Sammelfenster 
gegenüber dem vorherigen Lauf neu angepasst. Die Peak 3-Probe eluierte im Wesentlichen 
mit einem Hauptpeak (130.7 ml Retentionsvolumen) und zwei Nebenpeaks (90.7 ml und 
178.7 ml Retentionsvolumen) (Abb. 3-28). 
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Abb. 3-28: Größenausschlusschromatographie der Peak 3-Lösung nach Protokoll 3 mit 7.5%igem SDS- 
Kontrollgel. 

A) Größenausschlusschromatographie (SEC; S-300; 26/60) von Peak 3. Es wurden 2 ml der Peak 3-
Lösung auf die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7.8) 
aufgetragen. Vom Elutionsprofil wurden wie zuvor lediglich die ersten 468 ml dargestellt. Die Proteine 
eluierten bei einer Flussrate von 1.3 ml/Min. in drei Peaks nach 90.7 ml, 130.7 ml und 178.7 ml 
Retentionsvolumen von der SEC und wurden in 4 ml-Fraktionen gesammelt. 

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefärbtem 7.5%igen SDS-Gel. Pro Spur wurden je 25 µl 
der 1:2 mit DP versetzten Proben appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.  

Auf der SDS-PAGE konnte Fraktion 5 (Peak 1) keine Proteinbande zugeordnet werden. Die Protein-
hauptmenge war in den Fraktionen 12 bis 18 mit der 73 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden. Fraktion 27 (Peak 3) 
enthielt lediglich sehr geringe Mengen eines nicht weiter identifizierten 31 kDa-Proteins. 

Für die Charakterisierung der 73 kDa-Per a 3-Isoform wurden die Fraktionen 11 bis 22 vereinigt und auf-
konzentriert. 

 

Der erste Nebenpeak in Fraktion 5 enthielt offensichtlich so geringe Proteinmengen, dass 
diesem auf der silbergefärbten SDS-PAGE keine Proteinbande zugeordnet werden konnte 

A 

B 
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(Abb. 3-28). Der Hauptpeak (130.7 ml) enthielt in den Fraktionen 11 bis 22 die 73 kDa-
Per a 3-Isoform in hoher Reinheit. Im zweiten Nebenpeak (178.7 ml, Fraktion 27) eluierten 
geringe Mengen eines 31 kDa-Proteins (Abb. 3-28).  

Für die weitere Proteincharakterisierung der 73 kDa-Per a 3-Isoform wurden die Fraktionen 
11 bis 22 vereinigt und aufkonzentriert. 

Der Vergleich der Retentionsvolumina der Per a 3-Isoformen zeigte, dass die 80 kDa-Per a 3-
Isoform lediglich 1 ml früher von der SEC eluierte als die 73 kDa-Per a 3-Isoform. Somit 
bestätigten sich die Ergebnisse meiner Diplomarbeit (Isoformen aus der Hämolymphe), dass 
beide Per a 3-Isoformen auch im Crude-Extrakt einen ähnlichen Stokes-Radius aufwiesen, 
wobei die 80 kDa-Per a 3-Isoform etwas größer war als die 73 kDa-Per a 3-Isoform.  

Die Konzentrationsbestimmungen der Proben ergaben, dass aus der Reinigung von 700.2 mg 
CE (18 ml) insgesamt 0.18 mg der 80 kDa-Per a 3- Isoform, 1.45 mg der 73 kDa-Per a 3-
Isoform und 6.1 mg Per a 9 isoliert wurden. Dies entsprach einer Ausbeute von 0.03% (w/w) 
der 80 kDa-Per a 3-Isoform, von 0.21 % (w/w) der 73 kDa-Per a 3-Isoform und von 0.87% 
(w/w) Per a 9.  

 

Die nach diesem Protokoll 3 gereinigten Proteine wurden abschließend auf SDS- und nativer 
PAGE auf ihre Reinheit und Oligomerisierung hin überprüft (Abb. 3-29).  

Alle drei Proben zeigten auf der SDS-PAGE zusätzlich zu ihrer regulären Proteinbande 
(80 kDa, 73 kDa, 39 kDa) weitere niedermolekulare Banden, bei denen es sich um proteo-
lytisch gespaltene Fragmente handelte, die für die Per a 3-Isoformen (Abschnitt 3.3.2.1) und 
für Per a 9 (Abschnitt 3.4.1) massenspektrometrisch identifiziert wurden (Abb. 3-29 A). 

Die Kontrolle dieser Proben auf der nativen PAGE ergab, dass trotz partiellem 
proteolytischen Verdau der Großteil der isolierten Allergene weiterhin in ihrer nativen Form 
vorlag (Abb. 3-29 B). In ihrer nativen hexameren Form zeigten die Per a 3-Isoformen die 
typische ähnliche Mobilität wie das 7-mere Hämocyanin von Eurypelma californicum 
(Eurypelma-Marker) bzw. des 6-meren Hämocyanins von Palinurus elephas (Hc P.e, 
Palinurus-Marker.). Per a 9 wies eine ähnliche elektrophoretische Beweglichkeit wie die UE 
g der Eurypelma-Markers auf (Abb. 3-29 B).  
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Abb. 3-29: Kontrolle der Reinheit und Oligomerisierung der nach Protokoll 3 isolierten Allergene.  

A) Coomassie-gefärbte 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden 2.1 µg der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 1.2 µg der 
73 kDa-Per a 3-Isoform und 6.1 µg Per a 9 1:2 mit DP versetzt auf das Gel appliziert. Als Proteinstandard 
wurde der BioRad-Marker verwendet.  

In allen drei Proteinspuren waren zusätzlich zu den regulären Proteinbanden (80 kDa, 73 kDa und 39 kDa) 
weitere niedermolekulare Proteinbanden vorhanden. Einige dieser Banden wurden massenspektrometrisch 
untersucht und als Spaltprodukte des jeweiligen Allergens identifiziert. Diese Beobachtung wird im Abschnitt 
3.3.2.1 und auch im Anhang (Abschnitt 8.2.1) detaillierter erläutert.  

Auch mit diesem Protokoll war es gelungen, die 73 Da-Per a 3-Isoform von dem 88 kDa-Protein zu 
separieren.  

B) Silbergefärbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 0.25 µg der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 1.5 µg 
der 73 kDa-Per a 3-Isoform und 6.1 µg Per a 9 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Als Referenz 
dienten sowohl der Eurypelma-Marker als auch der Palinurus-Marker (Hc P.e.). 

Diese native PAGE zeigte eindeutig, dass beide Per a 3-Proteine auch aus dem Crude-Extrakt in ihrer intakten 
hexameren Form isoliert werden konnten. Insbesondere die 80 kDa-Per a 3-Isoform lag in hoher Reinheit vor. 
Die 73 kDa-Per a 3-Isoform zeigte auf der nativen PAGE insgesamt drei Banden (mit 1 bis 3 gekennzeichnet). 
Die erste Bande entsprach der hexameren 73 kDa-Per a 3-Isoform. Bei Bande 2 und 3 handelte es sich wahr-
scheinlich um verschiedene Dissoziationsstufen, die in Abschnitt 3.3 genauer analysiert werden. Auch Per a 9, 
mit ähnlicher Mobilität wie die UE g des Eurypelma-Markers, lag in hoher Reinheit vor.  

 

Lediglich in der 73 kDa-Per a 3-Probe waren auf der nativen PAGE zwei weitere Protein-
banden zu erkennen (Bande 2, 3, Abb. 3-29 B), bei denen es sich um unterschiedliche 
Dissoziationsstufen dieser Isoform handelte, wie Western-Blot-Experimente in Abschnitt 3.3 
bestätigten. 

3.2.3.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 3 
Trotz der hohen Ionenstärke des Crude-Extraktes gelang es, mit diesem Protokoll 3 
zusätzlich zur 73 kDa-Per a 3-Isoform und zu Per a 9 erstmalig aus dem Crude-Extrakt die 80 
kDa-Per a 3-Isoform zu isolieren. Durch den linear ansteigenden Salzgradienten konnte 
zusätzlich die Ausbeute aller drei isolierter Allergene verbessert werden.  
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3.2.4 Fazit der Reinigungsprotokolle 
Insgesamt wurden drei etwas unterschiedliche Reinigungsstrategien für die Isolierung von 
Per a 9 und der Per a 3-Isoformen aus der Hämolymphe und/oder Crude-Extrakt vorgestellt. 
Dabei konnte festgehalten werden, dass präparative Per a 9-Mengen lediglich aus dem 
Crude-Extrakt gewonnen wurden, wohingegen die Per a 3-Isoformen mit der höchsten 
Ausbeute aus dem Hämolymph-Extrakt gewonnen werden konnten. Eine Zusammenfassung 
der isolierten Proteinmengen und -ausbeuten der jeweiligen Reinigungsprotokolle gibt 
Tabelle 3-3:  

 80 kDa-Per a 3-
Isoform 

73 kDa-Per a 3-
Isoform 

Per a 9 

Protokoll 1 4.1 mg (2.7%) 5.3 mg (3.5%) --- 

Protokoll 2 --- 1.3 mg (0.08%) 2.5 mg (0.16%) 

Protokoll 3 0.18 mg (0.03%) 1.45 mg (0.21%) 6.1 mg (0.87%) 

Tabelle 3-3: Proteinmengen und -ausbeuten der jeweiligen Reinigungsprotokolle.  
 

Der große Vorteil des Crude-Extraktes lag in dessen schneller Gewinnung und Homogenität 
der Proben. Allerdings stellte sich für die Proteinreinigung die hohe Ionenstärke sowie der 
Anteil an DNA und RNA im Extrakt als problematisch heraus. Aus diesem Grund wird 
empfohlen für zukünftige Aufreinigungen ausgehend von dem Crude-Extrakt folgenden 
Punkte zu anzustreben: 

1. Entsalzung des Crude-Extraktes, z.B. durch Dialyse, Verdünnung oder Umpufferung in 
Zentrifugalkonzentratoren. Danach sollten entweder neue Protease-Inhibitoren zugegeben 
werden oder der Extrakt unmittelbar nach der Behandlung aufgereinigt werden.  

2. Entfernung der DNA und RNA aus dem Extrakt, z.B. durch Ammoniumsulfat-Fällung 
oder durch Zugabe von DNAse bzw. RNAse. Dadurch könnte die Kapazität und 
Langlebigkeit der Anionenaustauscher-Säule verbessert werden.  
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3.3 Charakterisierung von Per a 3 – den allergenen Hexamerinen aus 
Periplaneta americana 

In dem Vergleich von Hämolymph- (HL) und Crude-Extrakt (CE) der Amerikanischen 
Schabe wurde bereits die Frage aufgeworfen, ob die Extraktherstellung u.a. einen Einfluss 
auf die Oligomerisierung der Extraktproteine gehabt haben könnte (Abschnitt 3.1). Von 
besonderem Interesse waren dabei die Allergene Per a 3 und Per a 9, die aus diesen Extrakten 
isoliert werden konnten und deren Charakterisierung in den Abschnitten 3.3 und 3.4 
dargelegt sind. 

Bei den Per a 3-Proteinen konnten aufgrund des Laufverhaltens in der denaturierenden SDS-
PAGE zwischen einer 80 kDa- und einer 73 kDa-Per a 3-Isoform unterschieden werden 
(Abschnitt 3.2). Diese wurden massenspektrometrisch identifiziert (Abschnitt 3.3.2.1) und 
basierend auf diesen Ergebnissen als Per a 3.03 (80 kDa-Per a 3-Isoform) und P II (73 kDa-
Per a 3-Isoform) bezeichnet. Eine Übersicht über die verwendeten Begrifflichkeiten ist in der 
Diskussion in Tabelle 4-3 dargestellt. 

In Abschnitt 3.3.1 wird zunächst analysiert, in wieweit die Extraktgewinnung einen Einfluss 
auf die isolierten Per a 3-Isoformen (80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Isoform) hatte. An-
schließend werden diese Isoformen eindeutig identifiziert sowie biochemisch und auch 
immunologisch genauer charakterisiert (Abschnitt 3.3.2). Im letzten Abschnitt (3.3.2.9) 
werden für die sequenziell bekannten Per a 3-Isoformen Per a 3.01 und Per a 3.0201 
(theoretische) potentiell antigene Epitope vorgestellt, die über Algorithmen ermittelt wurden. 
Deren Lage in der Quartärstruktur beider Allergene wurde mit Hilfe von Homologie-
Modellen analysiert. 

3.3.1 Einfluss der Extraktgewinnung auf die Per a 3-Isoformen 
Um den Einfluss der Extraktgewinnung auf die Per a 3-Isoformen abschätzen zu können, 
wurden zunächst die Molekulargewichte der einzelnen Isoformen aus beiden Extrakten in 
nativer Form im Gleichgewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge und in denaturierter 
Form auf der SDS-PAGE untersucht. Einen Einfluss auf die Molekülgestalt wurde über den 
Vergleich der elektrophoretischen Eigenschaften auf der nativen PAGE sowie über die 
Bestimmung der Sedimentationskoeffizienten analysiert.  

3.3.1.1 Molekulargewichtsbestimmung  
Die aufgereinigten Per a 3-Isoformen wurden zur Bestimmung des nativen Molekular-
gewichts im Gleichgewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge bei drei unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten (6000 rpm, 8000 rpm und 10000 rpm) für 24 h zentrifugiert 
(Abb. 3-30). Der Gleichgewichtszustand wurde durch Vergleich der Messungen nach 23 h 
und 24 h überprüft. Die auf diese Weise entstandenen Konzentrationsverteilungen wurden 
mit dem Global Fit-Algorithmus des Programmpakets „UltraScan“ analysiert. 
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Abb. 3-30: Bestimmung des nativen Molekulargewichts der isolierten Per a 3-Isoformen im Gleich-
gewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge, aufgenommen im Absorptionsmodus. 

Die Isoformen wurden in Schabenpuffer D für je 24 h bei 6000 rpm, 8000 rpm und 10000 rpm bei 20°C einem 
Gleichgewichtslauf unterzogen. Nach 24 h wurde die Absorptionsverteilung in den Zellen gemessen. Zur 
Überprüfung für die Einstellung des Gleichgewichts wurden die Proben zuvor ebenfalls nach 23 h gemessen 
(Daten in der Abbildung nicht dargestellt). Die gemessenen Daten wurden mit dem Global Fit-Algorithmus 
des „UltraScan“-Programms ausgewertet. Dargestellt wurde die Absorption der Proben bei der jeweiligen 
Detektionswellenlänge in Abhängigkeit zum relativen Radius (x2-radius2) bei (a) 6000 rpm, (b) 8000 rpm und 
(c) 10000 rpm. Die Messdaten wurden als Punkte und der Fit als Linie dargestellt. Als „residuals“ wurde die 
Abweichung der Simulation von den Messdaten in Abhängigkeit zum relativen Radius dargestellt. Für die 80 
kDa-Per a 3 -Isoformen wurden die Messungen von Channel 2, für die 73 kDa-Per a 3-Isoform-CE die 
Messungen von Channel 3 dargestellt. Die Standardabweichung (σ) für den Fit war bei 80 kDa-Per a 3- HL 
1.2157*10-2 und die Varianz (σ2) 1.4778*10-4. Für 80 kDa-Per a 3-CE war σ= 1.6569*10-2 und σ2 
=2.7453*10-4 und für 73 kDa-Per a 3-CE war σ= 1.1230*10-2 und σ2 =1.2611*10-4

. 

Diese Analyse ergab für die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL (80 kDa-Per a 3-HL-1)ein natives Molekular-
gewicht von 488 kDa, für die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem CE (80 kDa-Per a 3-CE) eines von 471 kDa 
und für die 73 kDa-Per a 3-Isoform aus dem CE (73 kDa-Per a 3-CE) ein natives Molekulargewicht von 
401 kDa. 
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In diese Analyse flossen für die 80 kDa-Per a 3-Isoform (HL) sämtliche Scans zweier 
verwendeter Detektionswellenlängen (225 nm und 230 nm), für die 80 kDa-Per a 3-Isoform 
(CE) sämtliche Scans der Detektionswellenlänge 280 nm und für die 73 kDa-Per a 3-Isoform 
(CE) sämtliche Scans der Detektionswellenlänge 285 nm mit ein. Für eine bessere Übersicht-
lichkeit wurden in Abb. 3-30 lediglich die 24 h-Werte der Absorptionsmessungen bei einer 
Wellenlänge und einer Probenzelle („channel“) dargestellt. Die Messdaten (als Punkte) 
inklusive der jeweiligen Fit-Daten (als Linie) der drei Geschwindigkeiten sind jeweils unter 
A und die Abweichungen der Simulation von den Messdaten als „residuals“ jeweils unter B 
dargestellt (Abb. 3-30). 

Auf diese Weise wurde für die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der Hämolymphe („80 kDa-
Per a 3-HL-1“ aus Protokoll 1) ein natives Molekulargewicht von 488 kDa und für die 
80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem Crude-Extrakt („80 kDa-Per a 3-CE“ aus Protokoll 3) ein 
etwas kleineres Molekulargewicht von 471 kDa erhalten. Für die 73 kDa-Per a 3-Isoform aus 
dem Crude-Extrakt („73 kDa-Per a 3-CE“ aus Protokoll 2) wurde das native Molekular-
gewicht mit 401 kDa bestimmt. Da die Molekulargewichte der 80 kDa-Isoform aus HL und 
CE etwas voneinander abweichten, wurde die Genauigkeit der Molekulargewichte bestimmt, 
indem die Daten erneut ausgewertet wurden: an Stelle der automatisierten Scan-Auswahl 
wurden die einzelnen Scans in unterschiedlichen Kombinationen manuell ausgewählt, die 
resultierenden Molekulargewichte bestimmt und eine Standardabweichung berechnet.  

Die Ergebnisse dieser Molekulargewichtsbestimmungen wurden im Vergleich zu den in 
meiner Diplomarbeit bestimmten nativen Molekulargewichten der Per a 3-Isoformen („HL-
D“) in Abb. 3-31 dargestellt.  
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Abb. 3-31: Mittleres natives Molekulargewicht der nativen 80 kDa- und 73-kDa-Per a 3-Isoformen, 
isoliert aus Hämolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Berücksichtigung von deren Standard-
abweichung.  

Bei der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL wurde zusätzlich zwischen der Isoform aus meiner Diplomarbeit 
(HL-D) und der nach Protokoll 1 isolierten Probe (HL-1) unterschieden.  
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Als Standardabweichung wurde in diesen Fällen die Abweichung des in einer parallelen 
Messung bestimmten Molekulargewichts mit dem Molekulargewicht aus der Sequenz vom 
Hämocyanin aus Panulirus elephas verwendet [148]. 

Dieser Vergleich zeigte, dass die Molekulargewichte der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der 
Hämolymphe (HL-D und HL-1) innerhalb der Standardabweichungen miteinander vergleich-
bar waren. Deutlich niedriger wurde jedoch das Molekulargewicht der 80 kDa-Per a 3-
Isoform aus dem Crude-Extrakt (CE) bestimmt. Diese Probe wurde unmittelbar nach der 
Messung in der analytischen Ultrazentrifuge zusätzlich auf einer SDS-PAGE analysiert und 
festgestellt, dass diese Isoform zum Messzeitpunkt bereits partiell proteolytisch verdaut war 
(Abb. 3-29). Da die Auswertung des nativen Molekulargewichts jedoch auf der Annahme 
eines Einkomponentensystems basierte, wurde wahrscheinlich durch diese Fragmente das 
Molekulargewicht zu niedrig bestimmt. 

Für die 73 kDa-Per a 3-Isoform konnte zwischen der Isolation aus der Hämolymphe (HL-D) 
und aus dem Crude-Extrakt (CE) kein signifikanter Unterschied des nativen Molekular-
gewichts festgestellt werden (Abb. 3-31).  

 

Um das mittlere Molekulargewicht der denaturierten Isoformen zu bestimmen, wurden je 
nach Extrakt und Isoform eine Vielzahl an SDS-Gelen ausgewertet und eventuell 
aufgetretene proteolytische Fragmente nicht mit berücksichtigt. Das Ergebnis der auf diese 
Weise gemittelten Molekulargewichte der denaturierten Untereinheiten wurde zusammen mit 
der jeweiligen Standardabweichung in Abb. 3-32 dargestellt.  
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Abb. 3-32: Mittleres Molekulargewicht der denaturierten  80 kDa- und 73-kDa-Per a 3-Isoformen, 
isoliert aus Hämolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Berücksichtigung der jeweiligen 
Standardabweichung. 
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Unter Berücksichtigung der Standardabweichungen konnte kein deutlicher Einfluss der 
Extrakte auf das Molekulargewicht der jeweiligen Isoform festgestellt werden (Abb. 3-32). 
Um eine größere Stichprobe (n) zu erhalten, wurden unabhängig vom Extrakt die 
Molekulargewichte der Isoformen gemittelt.  

Dadurch konnte für 80 kDa-Per a 3-Isoform auf denaturierenden SDS-Gelen ein Molekular-
gewicht von 80 kDa ± 2 kDa (n=60) und die 73 kDa-Per a 3-Isoform eines von 73 kDa ± 
1 kDa (n=87) bestimmt werden.  

Insgesamt bestätigten diese Molekulargewichtsexperimente, trotz Abweichungen des nativen 
Molekulargewichts der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem Crude-Extrakt, eindeutig, dass die 
isolierten Per a 3-Isoformen unabhängig von der Extraktgewinnung in ihrer nativen 
hexameren Oligomerisierung vorlagen. 

3.3.1.2 Molekülgestalt 
Ob die Extraktgewinnung einen Einfluss auf den Stokes-Radius und/oder die Oberflächen-
ladungen hatte, wurde über die elektrophoretische Beweglichkeit in der nativen PAGE (Abb. 
3-33) und über Vergleich der Sedimentationskoeffizienten in der analytischen Ultrazentrifuge 
(Abb. 3-34) bestimmt.  
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Abb. 3-33: Vergleich des elektrophoretischen Laufverhaltens der Per a 3-Isoformen aus HL und CE auf 
einer 7.5%igen nativen PAGE.  

Es wurden 0.20 µg 80 kDa-HL und 0.55µg 73 kDa-HL zuvor 2:3 mit BPB verdünnt auf das Gel appliziert. Die 
Crude-Extrakt-Proben wurden 3:4 mit BPB verdünnt und 0.25 µg 80 kDa-CE und 1.5 µg 73 kDa-CE auf das 
Gel appliziert. Als Proteinstandard wurde der Eurypelma-Marker verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit 
der Silberfärbung nach Nesterenko.  

Die Isoformen beider Extrakte lagen in ihrer nativen hexameren Oligomerisierung vor. Deren Stokes-Radius 
und Proteinladung wurde durch die Extraktherstellung nicht beeinflusst. 
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Der Vergleich der elektrophoretischen Beweglichkeit der Isoformen aus HL und CE ließ auf 
einer 7.5%igen nativen PAGE keinen Unterschied bei den hexameren Per a 3-Banden er-
kennen (Abb. 3-33): die Hexamerbanden der Per a 3-Isoformen wanderten im Vergleich zum 
Eurypelma-Marker auf den nativen Gelen stets etwas langsamer als das reassoziierte 6-mer 
des Eurypelma-Hämocyanins. Das unveränderte elektrophoretische Laufverhalten beider 
Isoformen bestätigte nicht nur die hexamere Oligomerisierung, sondern auch, dass die 
Extraktherstellung offensichtlich keinen Einfluss auf den Stokes-Radius und die Protein-
ladung beider Per a 3-Isoformen hatte. 

 

Um ausschließen zu können, dass dieses Ergebnis durch die Polyacrylamid-Matrix 
beeinflusst war, wurden die Per a 3-Proteine -frei in Lösung vorliegend- ebenfalls im 
Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge überprüft. Für diese Analyse wurden 
die isolierten Isoformen aus den unterschiedlichen Extrakten bei differierenden Geschwindig-
keiten zentrifugiert und in verschiedenen Variationen nach der „(enhanced) van Holde-
Weischet-Methode“ ausgewertet (Messdaten nicht gezeigt). Die Mittelwerte dieser 
korrigierten Sedimentationskoeffizienten wurden in Abb. 3-34 unter Berücksichtigung der 
jeweiligen Standardabweichung dargestellt. Für die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL war 
ebenso wie für die 73 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL die Stichprobe (n) jeweils 3. Für die 
80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem CE, sowie der 73 kDa-Per a 3-Isoform aus dem CE war n 
jeweils 4.  
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Abb. 3-34: Mittlere korrigierte Sedimentationskoeffizienten (S20,W) der 80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-
Isoformen, isoliert aus Hämolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Berücksichtigung der 
jeweiligen Standardabweichung. 

 

Diese Ergebnisse bestätigten, dass auch im Sedimentationslauf kein signifikanter Unterschied 
zwischen den jeweiligen Isoformen aus HL und CE festgestellt werden konnte. Der mittlere 
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Sedimentationskoeffizient der 80 kDa-Per a 3-Isoform wurde mit 19 S (S20,W) und für die 
73 kDa-Per a 3-Isoform mit 17 S (S20,W) bestimmt.  

Somit wurde zusätzlich die Beobachtung aus der Größenausschlusschromatographie 
(Abschnitt 3.2.3.2) bestätigt, demnach die 80 kDa-Per a 3-Isform einen größeren Stokes-
Radius aufwies als die 73 kDa-Per a 3-Isoform. 

3.3.1.3 Fazit des Extrakteinflusses 
Die aus dem Crude-Extrakt isolierten Per a 3-Isoformen zeigten ähnliche bis unveränderte 
Molekulargewichte, Proteinladungen und Stokes-Radien wie die Per a 3-Isoformen aus der 
Hämolymphe. Somit hatten das Mazerieren und die dabei auftretenden Scherkräfte keinen 
unmittelbaren Einfluss auf die multimeren Per a 3-Isoformen.  

3.3.2 Biochemische und immunologische Charakterisierung der Per a 3-
Isoformen 

Basierend auf den in meiner Diplomarbeit bestimmten biochemischen und –physikalischen 
Eigenschaften der Per a 3-Isoformen, wurde zu diesem Zeitpunkt die 80 kDa-Per a 3-Isoform 
dem sequenzierten Klon Per a 3.01 (ehemals C12) und die 73 kDa-Per a 3-Isoform dem Klon 
Per a 3.0201 (ehemals C20) zugeordnet und im Zuge dessen in Anlehnung an die offizielle 
Allergennomenklatur als Per a 3.1 und Per a 3.2 bezeichnet [148, 295]. Eine Übersicht über 
die alte und neue Nomenklatur gibt Tabelle 4-3 in der Diskussion.  

Ziel dieser vorliegenden Arbeit war die Verifizierung dieser Zuordnung mittels Massen-
spektrometrie zu verifizieren sowie daran anknüpfend weitere Charakterisierungen durch-
zuführen. Neben der Bestimmung der isoelektrischen Punkte, wurden die Per a 3-Proteine 
u.a. auf Phenoloxidase-Aktivität getestet und Kreuzreaktionen zwischen den Isoformen in 
nativer und denaturierter Form analysiert. Für Allergene ein wichtiges Kriterium ist u.a. die 
Proteinstabilität. Hierzu wurde bei den Per a 3-Allergenen die Ausbildung von Disulfid-
brücken überprüft sowie die Stabilität gegenüber chaotropen Reagenzien betrachtet. In 
Anlehnung an den lysosomalen Abbauweg in antigenpräsentierenden Zellen (APC) wurde 
zusätzlich die Stabilität gegenüber unterschiedlichen pH-Werten analysiert.  

3.3.2.1 Massenspektrometrische Identifizierung der Per a 3-Isoformen 
Die massenspektrometrische Untersuchung der Per a 3-Isoformen wurde von Dr. Stefan 
Tenzer (AG Schild, Institut für Immunologie, Johannes Gutenberg-Universität Mainz) 
durchgeführt. Ziel war die Zuordnung der isolierten Per a 3-Proteine zu den sequenziell 
bekannten Klonen Per a 3.01 und Per a 3.0201.  

Dafür wurden die isolierten Per a 3-Isoformen (80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Isoform) 
zunächst auf einer SDS-PAGE überprüft. Die anschließend massenspektrometrisch 
analysierten Banden wurden auf den Gelen gekennzeichnet (Abb. 3-35). 
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Abb. 3-35. 7.5%ige SDS-Gele der massenspektrometrisch analysierten Proben.  

Als Proteinstandard wurde bei allen drei Gelen der BioRad-Marker verwendet. 

A) Coomassie-gefärbte 7.5%ige SDS-PAGE der 80 kDa-Per a 3-Isoform, isoliert nach Protokoll 3 aus dem 
Crude-Extrakt. Es wurden 2.1 µg der 80 kDa-Per a 3-Isoform auf das Gel appliziert.  

B) Silbergefärbte 7.5%ige SDS-PAGE der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 2003 isoliert aus der Hämolymphe 
(Diplomarbeit). Es wurden 1.4 µg der 80 kDa-Per a 3-Isoform auf das Gel appliziert. 

C) 7.5%ige SDS-PAGE der 73 kDa-Per a 3-Isoform, isoliert nach Protokoll 2 aus dem Crude-Extrakt. Es 
wurden 1.26 µg der 73 kDa-Per a 3-Isoform auf das Gel appliziert.  

Die schwarz ausgefüllten Pfeile markierten die Proben, deren massenspektrometrisches Ergebnis im 
Alignment (Abb. 3-36) dargestellt wurde. Das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der übrigen 
vier mit weiß-ausgefüllten Pfeilen markierten Proben findet sich im Anhang. 

 

Auf diesen Gelen fiel wie bereits bei der Kontrolle der endgereinigten Proteine aus Protokoll 
2 und 3 auf, dass sowohl die 80 kDa- als auch die 73 kDa-Per a 3-Isoform auf der SDS-
PAGE zusätzlich zur regulären Hauptbande (mit schwarz ausgefüllten Pfeilen markiert) 
weitere Proteinbanden (mit weiß ausgefüllten Pfeilen markiert) aufwiesen (Abb. 3-35). Diese 
zusätzlichen Proteinbanden wurden ebenfalls massenspektrometrisch untersucht. Deren 
Ergebnis wird im Anschluss an die Proteinhauptbanden kurz dargelegt.  

Das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der Proteinhauptbanden (schwarze 
Pfeile) wurde für die isolierten Per a 3-Isoformen im Sequenzalignment zusammen mit den 
beiden Per a 3.01 und Per a 3.0201 Isoformen dargestellt. Dabei wurden die sequenzierten 
Peptide der 80 kDa-Per a 3-Isoform in roter Schrift und die sequenzierten Peptide der 
73 kDa-Per a 3-Isoform blau hinterlegt dargestellt (Abb. 3-36).  
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Abb. 3-36 Zuordnung der sequenzierten Peptide der isolierten Per a 3-Isoformen dargestellt im 
Sequenzalignment mit Per a 3.01 und Per a 3.0201.  

Bei den blau hinterlegten Sequenzabschnitten handelte es sich um die mittels ESI-Q-TOF bestimmten 
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Peptidfragmente der 73 kDa-Per a 3-Isoform. Die Sequenzabdeckung der 73 kDa-Per a 3-Fragmente zu 
Per a 3.01 betrug 19.3% und zu Per a 3.0201 30.8%. Die Peptide der 80 kDa-Per a 3-Isoform entsprachen 
keiner bisher sequenziell bekannten Per a 3-Isoform, sodass es sich hierbei um eine neue Per a 3-Isoform 
handelte, die als Per a 3.03 benannt wurde und im Alignment in der oberen Zeile in roter Schrift dargestellt ist. 
Die Proteine wurden mit ClustalX 1.83 alignt und in GeneDoc 2.6 zusammen mit den manuell eingefügten 
Peptidfragmenten von Per a 3.03 dargestellt. Für das Alignment wurden folgende Sequenzen aus Periplaneta 
americana verwendet: Per_a_3.01 = AAB 09629, Per_a_3.02=Per a 3.0201 = AAB 09632. 

 

Diese Analyse zeigte, dass die 13 von der 80 kDa-Per a 3-Isoform stammenden Peptid-
fragmente (in roter Schrift dargestellt), mit keiner der bisher bekannten Per a 3-Isoformen 
ausreichend übereinstimmte. Die Sequenzen waren zwar ähnlich, jedoch nicht identisch 
(Abb. 3-36). Daher musste davon ausgegangen werden, dass es sich bei der isolierten Isoform 
nicht wie ursprünglich angenommen um Per a 3.01 handelte. Vielmehr handelte es sich bei 
der 80 kDa-Per a 3-Isoform um eine neue -bisher sequenziell unbekannte- Per a 3-Isoform, 
die in dieser Arbeit isoliert und erstmals partiell sequenziert wurde. Basierend auf diesen 
Ergebnissen und unter Einhaltung der offiziellen Allergennomenklatur wird die 80 kDa-
Per a 3-Isoform daher im Folgenden als Per a 3.03 bezeichnet [295]. 

Die von der 73 kDa-Per a 3-Isoform stammenden sequenzierten Peptidfragmente (in blau 
hinterlegt) waren sowohl der Per a 3.01- als auch der Per a 3.0201-Isoform zuzuordnen (Abb. 
3-36). Die Sequenzabdeckung der 73 kDa-Per a 3-Fragmente zu Per a 3.01 betrug 19.3% und 
zu Per a 3.0201 30.8%. Somit handelte es sich bei der analysierten 73 kDa-Per a 3-Peptid-
fragmenten nicht wie angenommen um reines Per a 3.0201, sondern um ein Gemisch 
bestehend aus Per a 3.01 und Per a 3.0201. Das Auftreten dieser beiden Per a 3-Isoformen in 
der 73 kDa-Probe könnte auf ein Hexamer zurückgeführt werden, welches sich aus zwei 
unterschiedlichen Untereinheiten zu gleichen oder verschiedenen Anteilen zusammensetzte, 
oder aber um zwei homohexamere Isoformen, die bei der Reinigung nicht voneinander 
separiert wurden. Die nachfolgenden Experimente zielten u.a. darauf ab, diese Fragestellung 
zu beantworten. Die 73 kDa-Per a 3-Probe wurde daher basierend auf dem ersten 
Reinigungsschritt nach Protokoll 1 als P II bezeichnet. Eine Übersicht der neuen und alten 
Per a 3-Bezeichnungen, sowie deren Zusammensetzung findet sich in der Diskussion 
inTabelle 4-3. 

 

Ein weiterer Punkt, der durch die Massenspektrometrie geklärt werden konnte, betraf die mit 
den weißen Pfeilen markieren Proteinbanden, die zum Teil bei längerer Lagerungszeit der 
isolierten Proben stärker hervortraten (Abb. 3-35). Bei der 67 kDa-Bande in der Per a 3.03- 
Probe (80 kDa-Per a 3-Isoform) handelte es sich um ein proteolytisches Spaltfragment von 
Per a 3.03, ebenso wie die 68 kDa-Bande bei P II (73 kDa-Per a 3-Isoform) proteolytisch 
gespaltenes P II war. Auch die mit den Per a 3-Proteinen assoziierte hochmolekulare 
Proteinbande von über 250 kDa auf der SDS-PAGE wurde in der P II-Probe ebenfalls 
eindeutig als P II identifiziert. Die zugehörigen Daten sind im Anhang dargestellt (Abschnitt 
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8.2.3). Das Auftreten einer solchen hochmolekularen P II-Bande wird in Zusammenhang mit 
der Kreuzvernetzung von Proteinen in der Diskussion erneut aufgegriffen (Abschnitt 4.1.2.7). 

Somit konnte insgesamt ausgeschlossen werden, dass es sich bei den mit den Per a 3-
Proteinen assoziierten Proteinbanden um Verunreinigungen handelte.  

3.3.2.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Ziel der isoelektrischen Fokussierung war bei der sequenziell nicht vollständig bekannten 
Per a 3.03-Isoform in der Bestimmung des isoelektrischen Punktes, sowie bei P II in der 
Analyse dessen heterogener Zusammensetzung.  

Hierzu wurden die nativen Proben in unterschiedlichen Verdünnungen auf das SERVA-
PRECOTES Gel (pH 3-10) aufgetragen und über 2400 Vh fokussiert. Beide Per a 3-
Isoformen stammten aus der Hämolymphe und wurden nach Protokoll 1 isoliert. Die 
Hämolymphe stammte aus der ersten Charge. Die Proteindetektion erfolgte anschließend mit 
der SERVA Violet 17-Färbung.  

Die isoelektrische Fokussierung lieferte für Per a 3.03 eine Bande einen isoelektrischen 
Punkt (pHi) von ca. 5.8 (Abb. 3-37). Die in Spur 7 zusätzlich zu beobachtende Doppelbande 
wurde auf P II zurückgeführt, welches bei der Entfernung des Applikatorstreifens in die 
Nachbarspur übergetreten sein musste. Insgesamt wurde über das ganze Gel hinweg eine 
Artefaktbildung durch den Applikatorstreifen (in Abb. 3-37 mit Pfeil markiert) beobachtet. 
Im Unterschied zu Per a 3.03 wurden in der P II Probe deutlich zwei Banden mit einem pHi 
von etwa 6.4 und 6.5 detektiert. Die Hämolymphprobe war offenbar zu gering konzentriert, 
um Proteinbanden mit dieser Färbung nachzuweisen (Abb. 3-37).  
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Abb. 3-37: Isoelektrische Fokussierung der isolierten Per a 3-Proben inklusive Auswertung der isoelek-
trischen Punkte.  

Die Proben wurden in unterschiedlichen Verdünnungen auf das SERVA PRECOTES Gel (pH 3-10) appliziert. 
Von links nach rechts (1 bis 7): 2 µg P II, 2 µg Per a 3.03, 5 µl Marker, 7.5 µg HL, 5 µl Marker, 5 µg P II, 
5 µg Per a 3.03. Als Standard wurde der „SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10“ verwendet. Die 
Proteindetektion erfolgte mit der „SERVA Violet 17“-Färbung. Der Pfeil markierte die Lage des Applikator-
streifens, mit dem Artefakte in den Probenspuren verbunden waren. Die Balken kennzeichneten die Lage der 
Probenbanden. 

Der isoelektrische Punkt (pHi) von Per a 3.03 wurde mit ca. 5.8 bestimmt. In der P II-Probe waren zwei 
Banden mit einem pHi von etwa 6.4 und 6.5 zu erkennen. Die Hämolymphprobe war für eine Detektion 
offensichtlich zu gering konzentriert, sodass keine isoelektrischen Punkte bestimmt werden konnten. 

 

Sequenziell besitzen die in P II enthaltenen reifen Isoformen einen pHi von 6.16 (Per a 3.01, 
ohne Signalpeptid) bzw. 6.63 (Per a 3.0201). Für die nur partiell gereinigte Per a 3-Probe aus 
den Arbeiten von Wu et al., die als Cr-PI bezeichnet wurde, wurde eine Proteinhauptbande 
bei pHi 6.2 sowie weitere nicht näher bestimmte Nebenbanden detektiert [296]. Unter 
Berücksichtigung des breiten pH-Bereiches des IEF-Gels waren diese Ergebnisse mit einer 
Abweichung von 3-4% durchaus mit den theoretischen und aus der Literatur bekannten 
Ergebnissen vergleichbar. Insgesamt scheinen in Per a 3.03 mehr saure Aminosäuren, wie 
Aspartat und Glutamat vorhanden zu sein als in P II.  

Da es sich bei den verwendeten Per a 3-Proben um die nativen Proteine handelte, musste die 
Doppelbande in der P II-Probe auf zwei unterschiedlich geladene Hexamere und somit auf 
ein heterogenes Proteingemisch zurückgeführt werden. Somit konnte ausgeschlossen werden, 
dass sich die P II-Probe aus einer Sorte an Heterohexameren bestehend aus Per a 3.01 und 
Per a 3.0201 zusammensetzte. Zu klären blieb jedoch weiterhin, wie genau das heterogene 
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Gemisch zusammengesetzt war. Dieser Aspekt wird unter Zusammenführung einzelner 
Ergebnisse in der Diskussion ausführlicher aufgegriffen (Abschnitt 4.1.3). 

3.3.2.3 Disulfidverbrückung 
Bei den meisten großen Hämolymph-Proteinen von Insekten sind nach Telfer et al. (1983) 
owohl inter- als auch intramolekulare Disulfidbrücken höchst ungewöhnlich [146]. Dem 
gegenüber steht, dass Disulfidbrücken allgemein als ein die native Struktur stabilisierender 
Faktor gelten und sich die Per a 3-Proteine bisher als u.a. als sehr thermostabil herausgestellt 
hatten [148, 292, 297]. Daher wurde im Folgenden analysiert, ob in den Per a 3-Isoformen in 
der Tertiär- und/oder in der Quartärstruktur intramolekulare (innerhalb der Untereinheiten) 
bzw. intermolekulare (zwischen den Untereinheiten) Disulfidbrücken ausbildeten werden. 
Bekannt war, dass in der Sequenz von Per a 3.01 drei Cysteine und bei Per a 3.0201 vier 
Cysteine vorhanden waren. Wie viel Cysteine in Per a 3.03 vorhanden waren, war unbekannt.  

Für diese Analyse wurden die Proteine mit und ohne β-Mercaptoethanol als Redoxmittel auf 
eine 7.5%ige SDS-PAGE aufgetragen und deren Laufverhalten bzw. Molekulargewichte 
miteinander verglichen (Abb. 3-38).  

Theoretisch waren bei der Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen den Untereinheiten auf 
dem Gel hochmolekulare Aggregate zu erwarten, wohingegen bei der Ausbildung intra-
molekularer Disulfidbrücken zwei gegenteilige Effekte zu berücksichtigen waren: zum einen 
wäre die Mobilität erhöht, da das nicht vollständig entfaltete Protein einen kleineren hydro-
dynamischen Radius hätte und zum anderen könnte sich im Verhältnis zum Molekular-
gewicht weniger SDS anlagern, sodass die Mobilität verringert wäre [298]. Somit hing der zu 
beobachtende Effekt bei intramolekularen Disulfidbrücken stark von dem jeweiligen Protein 
ab und war auf SDS-Gelen nicht vorhersagbar.  

In der Per a 3.03-Probe wurde in den Bandenmustern mit und ohne β-Mercaptoethanol kein 
signifikanter Unterschied festgestellt (Abb. 3-38). Die beobachtete Verschiebung der 
Proteinhauptbande bei 80 kDa in Gegenwart von β-Mercaptoethanol zu 78 kDa ohne Zugabe 
des Redoxmittels lag innerhalb der Standardabweichung des für diese Probe bestimmten 
Molekulargewichts (Abb. 3-32). Neue hochmolekulare Proteinbanden wurden in der 
Per a 3.03-Probe ohne Redoxmittel nicht zu beobachten.  

In der P II-Probe konnte dagegen ein auffälliger Unterschied des Bandenmusters festgestellt 
werden (Abb. 3-38). Die auffälligste Veränderung betraf die 66 kDa-Bande in Gegenwart 
von β-Mercaptoethanol, an Stelle derer in der nicht-reduzierten Probe eine Bande bei 79 kDa 
detektiert wurde (in Abb. 3-38 mit * gekennzeichnet). Die P II-typische Proteinbande zeigte 
dafür eine um 2 kDa in den leichteren Molekulargewichtsbereich verschobene Proteinbande 
und lag somit außerhalb der Standardabweichung des Molekulargewichts von P II (± 1 kDa) 
(Abb. 3-32). Eine solche Verschiebung war auch reproduzierbar, wenn reduzierte und nicht-
reduzierte Probe auf unterschiedlichen Gelen aufgetragen wurden (Abbildung nicht gezeigt). 
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Somit schienen die in P II enthaltenden Isoformen sich in ihrer intramolekularen 
Disulfidverbrückung zu unterscheiden. Disulfidbrücken zwischen den Untereinheiten waren 
bei keiner dieser Isoformen ausgebildet.  

M
ar

ke
r

[kDa]

250
150

100

75

50

25

37

+

Pe
r 

a 
3.

03

P 
II

H
c

A
. a

.

M
ar

ke
r

Pe
r 

a 
3.

03

P 
II

H
c

A
. a

.

_

**
**

 

Abb. 3-38: Laufverhalten der isolierten Proteine mit (+) und ohne (-) β-Mercaptoethanol auf einer 
7.5%ige SDS-PAGE.  

Es wurden je 4.0 µg Per a 3.03 und 12.6 µg P II auf das Gel mit (+) und ohne (-) β-Mercaptoethanol als 
Redoxmittel auf das Gel appliziert. Als Positivkontrolle diente 7.1 µg Hämocyanin von Astacus astacus (Hc 
A.a.). Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. Das Molekulargewicht der Proteinbanden 
wurde mit Hilfe von Quantity One bestimmt.  

In der Per a 3.03-Probe war keine signifikante Veränderung des Bandenmusters mit und ohne β-Mercapto-
ethanol zu erkennen. Die zu beobachtende Molekulargewichtsverschiebung lag innerhalb der Standard-
abweichung des Molekulargewichts von Per a 3.03. Die P II-Probe zeigte ohne Redoxmittel zum einen eine 
signifikante Verschiebung und zum anderen das Auftauchen einer Bande bei 79 kDa (mit * gekennzeichnet).  

Somit waren in Per a 3.03 eindeutig weder intra- noch intermolekulare Disuldifbrücken ausgebildet. In der P 
II-Probe waren dagegen zwei in ihrer intramolekularen Disulfidverbrückung unterschiedlichen Per a 3-
Isoformen vorhanden, die beide jedoch keine Disulfidbrücken zwischen den Untereinheiten ausbildeten.  

 

Zusätzlich wurde als Kontrolle der Experimente das Laufverhalten des Hämocyanins von 
Astacus astacus untersucht (Abb. 3-38). Von diesem war bekannt, dass Untereinheiten über 
intermolekulare Disulfidbrücken miteinander verbrückt sind [299]. In Gegenwart von β-
Mercaptoethanol waren in der Probe zwei Proteinbanden mit 79 kDa und 72 kDa vorhanden 
(Abb. 3-38). Ohne Zugabe des Redoxmittels war eine deutliche Veränderung des Banden-
musters zu erkennen. An Stelle der 72 kDa-Bande traten zwei Proteinbanden bei 69 kDa und 
65 kDa, sowie eine hochmolekulare Bande außerhalb des Markerbereichs bei über 250 kDa. 
Diese letztere hochmolekulare Proteinbande zeigte deutlich die Ausbildung der intermoleku-
laren Disulfidbrücke im Hämocyanin an. Die Aufteilung der 72 kDa-Proteinbande in die 
69 kDa- und 65 kDa-Bande könnte auf unterschiedliche Untereinheiten mit verschieden 
ausgebildeten intramolekularen Disulfidbrücken zurückzuführen sein (Abb. 3-38). Eine 
nähere Analyse war nicht Bestandteil dieser Arbeit.  
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Zusammenfassend belegen diese Experimente eindeutig, dass in keiner der Per a 3-Isoformen 
zwischen den Untereinheiten intermolekularen Disulfidbrücken ausgebildet werden. Eine 
Ausbildung intramolekularer Disulfidbrücken war dagegen insbesondere für P II durchaus 
möglich. Eindeutig war, dass in der P II-Probe eine deutliche Bandenverschiebung zu 
beobachten war, die die Beobachtung stützte, dass in P II verschiedene Isoformen vorhanden 
waren, die sich in der Ausbildung ihrer intramolekularen Disulfidbrücken unterschieden. 
Basierend auf der Anzahl der Cysteine wäre in Per a 3.01 maximal eine Disulfidbrücke und 
bei Per a 3.0201 maximal zwei Disulfidbrücken möglich. In wieweit diese Brücken im 
nativen Protein tatsächlich ausgebildet werden, konnte mit diesem Experimentaufbau nicht 
geklärt werden.  

Unter Berücksichtigung der von den Per a 3-Isoformen erstellen Homologie-Modellen, die in 
Abschnitt 3.3.2.9 vorgestellt werden, konnte festgestellt werden, dass sowohl bei Per a 3.01 
als auch bei Per a 3.0201 mindestens zwei Cysteine in ausreichender räumlicher Nähe zu 
liegen kommen, um eine intramolekulare Disulfidbrücke ausbilden zu können. Die Position 
der Cysteine im Homologie-Modell bestätigte außerdem, dass zwischen den Untereinheiten 
keine Disulfidbrücken (intermolekular) ausgebildet werden können.  

Offenbar war der Vergleich des Laufverhaltens von reduziertem und nicht-reduziertem P II 
auf einer SDS-PAGE nicht geeignet, um bei dieser Probe die intramolekularen Disulfid-
brücken eindeutig nachzuweisen zu können. Um diese Fragestellung genauer zu klären, wäre 
es sinnvoll z.B. über Modifizierungen mit Iodoacetamid die genauer Anzahl der Sulfhydryl-
gruppen in den Per a 3-Proteinen zu überprüfen [300]. 

3.3.2.4 Phenoloxidase-Aktivität 
Bei der Untersuchung der Phenoloxidase-Aktivität der Hämolymph- und Crude-Extrakte 
wurde in beiden eine eindeutige Diphenoloxidase-Aktivität festgestellt (Abschnitt 3.1.1.6), 
die im Crude-Extrakt jedoch nur nach gelchromatographischen Trennungen nachgewiesen 
werden konnte. Hierbei zeigte sich, dass diese Diphenoloxidase-Aktivität im Elutionsbereich 
der Per a 3-Proteine im Anionenaustauscher vorhanden war (Abb. 3-9).  

Um zu überprüfen, ob zusammen mit den isolierten Per a 3-Proben eventuell eine Phenol-
oxidase mit aufgereinigt wurde, wurden Per a 3-Proben aus verschiedenen Reinigungs-
protokollen mit dem MBTH-Assay im Dot-Blot auf eine Phenoloxidase-Aktivität mit 
Dopamin und Tyramin als Substrate getestet (Abb. 3-39). Als Positivkontrolle diente dabei 
die Tyrosinase aus Agaricus bisprous, die in zwei unterschiedlichen Konzentrationen 
eingesetzt wurde. Zur Abschätzung der Autooxidation des Dopamins dienten als Negativ-
kontrollen Schabenpuffer B und Phosphatpuffer A.  
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Abb. 3-39: Diphenol- und Monophenoloxidase-Aktivität (MBTH-Assay) der isolierten Per a 3-
Isoformen im Dot-Blot-Test.  

Die isolierten Proben stammten aus unterschiedlichen Reinigungsprotokollen und wurden mit und ohne Zusatz 
von SDS auf ihre Fähigkeit getestet, Dopamin bzw. Tyramin umzusetzen. Als Positivkontrolle wurde die 
Tyrosinase von Agaricus bisporus in zwei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Um die 
Autooxidation des Dopamins abschätzen zu können, wurden Schabenpuffer B und Phosphatpuffer A als 
Negativkontrollen verwendet. Für diesen Schnelltest wurden die aufgetragenen Proteinmengen nicht normiert, 
sondern folgende Proteinmengen unverdünnt eingesetzt: 0.5 µg Per a 3.03 (Protokoll 3, in Schabenpuffer D), 
1.0 µg Per a 3.03-D (Diplomarbeit, 2. Reinigung in Schabenpuffer C), 1.8 µg Per a 3.03-D (Diplomarbeit, 
1. Reinigung in Phosphatpuffer A), 2.9 µg P II (Protokoll 3, Schabenpuffer D), 8.3 µg P II-D (Diplomarbeit, 2. 
Reinigung, Schabenpuffer C), 0.3 µg bzw. 3 µg Tyrosinase (Phosphatpuffer A).  

Keine der Per a 3-Proben wies eine Monophenoloxidase-Aktivität auf, wohingegen in einigen Per a 3-Proben 
eine schwache Diphenoloxidase-Aktivität nachweisbar war. Diese war noch am stärksten in der Per a 3.03 
Probe aus Protokoll 3 ausgeprägt, bei der interessanter Weise von allen Per a 3 -Proben die geringste Protein-
konzentration aufgetragen wurde. Insgesamt war die Diphenoloxidase-Aktivität in den Per a 3-Proben durch 
die Zugabe von SDS nicht wesentlich beeinflusst.  

 

Wie bereits bei den Aktivitätsuntersuchungen der Extrakte festgestellt, wurde auch in den 
isolierten Per a 3-Proteinen keine Monophenoloxidase-Aktivität beobachtet (Abb. 3-39). 
Allerdings konnte jedoch in Abhängigkeit zum Reinigungsprotokoll eine schwache 
Diphenoloxidase-Aktivität in den Per a 3-Proben nachgewiesen werden, die durch die 
Zugabe von SDS nicht wesentlich beeinflusst war (Abb. 3-39). Die stärkste Aktivität war 
interessanter Weise in der Per a 3.03 Probe aus Protokoll 3 vorhanden, bei der gegenüber den 
anderen Per a 3-Proben eine viel geringere Proteinmenge aufgetragen wurde. P II aus dem 
gleichen Reinigungsprotokoll wies keine signifikante Aktivität auf (Abb. 3-39).  
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Um zu überprüfen ob diese partiell aktiven Proben sich durch Besonderheiten im 
Absorptionsverhalten auszeichneten, wurden von den Proben UV/Vis-Spektren auf-
genommen.  

3.3.2.5 Absorptionsspektren 
Ein wichtiger Marker für Proteine mit Typ III-Kupferzentren, zu denen Phenoloxidasen und 
Hämocyanine zählen, ist die Absorption im oxygenierten Zustand bei 340 nm und 560 nm. 
Wobei der spezifische Extinktionskoeffizient bei 560 nm um den Faktor 20 geringer ist als 
bei 340 nm [291]. Unter Berücksichtigung der Phenoloxidase-Aktivitätsexperimente wurden 
UV/Vis-Spektren von Per a 3-Proben aus verschiedenen Reinigungsprotokollen aufge-
nommen (Abb. 3-40). Die Per a 3-Probe aus der ersten Reinigung in der Diplomarbeit konnte 
aufgrund eines zu geringen Probenvolumens und -konzentration jedoch nicht mehr mit 
berücksichtigt werden. Für einen besseren Vergleich der Spektren, wurden diese in Abb. 3-40 
auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml normiert. 
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Abb. 3-40: Absorptionsspektren der nach unterschiedlichen Protokollen gewonnenen Per a 3-
Isoformen. 

Die Proben aus der Diplomarbeit stammten aus der damaligen zweiten Reinigung. Die Absorptionsspektren 
wurden gegen die Pufferabsorption korrigiert und für einen besseren Vergleich auf 1 mg/ml normiert. Die 
Absorption wurde zusätzlich in der kleinen Abbildung mit einer anderen Skalierung dargestellt. Je nach 
Aufreinigungsprotokoll war in der Per a 3.03 und/oder in der P II-Probe eine ansteigende Absorption zwischen 
300 nm und 340 nm zu beobachten, jedoch nicht bei 560 nm. Die Absorption bei dieser Wellenlänge musste 
auf einen gebundenen Cofaktor zurückzuführen sein, da diese auch nach Umpufferung in 
Zentrifugalkonzentratoren weiterhin in der Probe beobachtet wurde. Ein Zusammenhang der 340 nm-
Absorption zu den Proben mit Phenoloxidase-Aktivität bestand nicht. 
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Neben der Absorption der aromatischen Aminosäuren bei 280 nm konnten in drei der sechs 
Proben eine zusätzliche ansteigende Absorption zwischen 300 nm und 340 nm, jedoch -
eventuell aufgrund der geringen Konzentration- keine Absorption bei 560 nm gemessen 
werden (Abb. 3-39). Zur Verdeutlichung dieser Absorption wurde das Spektrum zusätzlich 
mit einer kleineren Skalierung dargestellt (Abb. 3-40 rechts). Die bei 340 nm absorbierenden 
Proben zeigten ebenfalls eine auffällig höhere Absorption bei 250 nm als die übrigen Per a 3-
Proben. Daher musste davon ausgegangen werden, dass zumindest ein Teil dieser Absorption 
auf eine stärkere Streuung in diesen Proben zurückgeführt werden musste. Eine Assoziation 
zwischen den Proben mit Absorption bei 340 nm und Proben mit Diphenoloxidase-Aktivität 
konnte jedoch nicht festgestellt werden, wie insbesondere die Beispiele der Per a 3-Proteine 
aus Protokoll 3 zeigten: Die Per a 3.03-Probe aus Protokoll 3 zeigte im Dot-Blot die höchste 
Aktivität und bei 340 nm keine signifikante Absorption. Wohingegen die nicht-aktive P II-
Probe bei 340 nm zu einem geringen Anteil absorbierte (Abb. 3-39, Abb. 3-40). Die Ursache 
für die beobachtete Absorption konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden. 

Somit war die beobachtete Diphenoloxidase-Aktivität mit Sicherheit nicht auf die Per a 3-
Isoformen zurückzuführen. Bei Arthropoden ist bekannt, dass Phenoloxidasen als Hexamere 
vorkommen und den Hämocyaninen und Hexamerinen sehr ähnlich sind [301], wodurch je 
nach Reinigungsprotokoll in den Per a 3-Proben offensichtlich eine in geringen Konzen-
trationen vorhandene Phenoloxidase mit enthalten war. 

3.3.2.6 Kreuzreaktionen der Isoformen 
Kreuzreaktionen von Proteinen sind ab einer mindestens 35%ige Sequenzidentität bei 
Peptidabschnitten die aus mindestens 80 Aminosäuren (AS) bestehen als wahrscheinlich 
einzustufen [302, 303]. Da von Per a 3.03 bislang lediglich die in Abschnitt 3.3.2.1 
dargestellten Sequenzabschnitte bekannt waren, war die Beurteilung von Kreuzreaktionen 
zwischen Per a 3.03 und P II über Sequenzvergleiche nicht sinnvoll. Allerdings ermöglichte 
die Isolation ausreichend großer Mengen der Per a 3.03-Isoform aus der Hämolymphe 
(Protokoll 1) in dieser Arbeit die Gewinnung polyklonaler Antikörper gegen diese Per a 3-
Isoform („anti-Per a 3.03-AK“) (Abschnitt 2.12). Gegen P II gerichtete polyklonale anti-P II-
AK waren bereits in den Institutsbeständen vorhanden (Abschnitt 2.12).  

Ziel der nachfolgenden Experimente war es, die Antikörperbindung des anti-Per a 3.03-AK 
und des anti-P II-AK inbesondere an die Per a 3-Proteine zu charakterisieren. Hierzu wurden 
die AK-Bindungseigenschaften an native und denaturiere Proteine im Western-Blot (Abb. 
3-41, Abb. 3-42) und mit nativen Proteinen in der 2D-Immungelelektrophorese (Abb. 3-43, 
Abb. 3-44) im Hinblick auf lineare bzw. diskontinuierliche Epitope analysiert. Außerdem 
zielten diese Versuche darauf ab die Probenzusammensetzungen der isolierten Per a 3-
Proteine zu überprüfen und Kreuzreaktionen der Antikörper mit anderen Proteinen zu testen.  
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Aufgrund der aufwändigen Reinigungsprozeduren stellten die isolierten Per a 3-Isoformen in 
dieser Arbeit generell einen limitierenden Faktor dar, sodass der Großteil der nachfolgenden 
Experimente an unbehandelten Hämolymph-Proben durchgeführt wurde, in denen, wie zuvor 
erläutert, die Per a 3-Isoformen den Proteinhauptanteil darstellten. Da zudem in Abhängigkeit 
zur Schabencharge starke Konzentrationsunterschiede insbesondere bei Per a 3.03 auftraten, 
wurde für diese Experimente sowohl die Hämolymphe aus der ersten Charge (HL-1) als auch 
die Hämolymphe aus der zweiten Charge (HL-2) verwendet (Abschnitt 3.1.2, Abb. 3-41). 

 

Für die Charakterisierung der AK-Bindung an lineare Epitope wurden auf einer 10%igen 
SDS-PAGE denaturierte HL-Proben beider Chargen aufgetrennt, anschließend im Western-
Blot-Verfahren geblottet und die Proteine mit anti-Per a 3.03- bzw. anti-P II-AK als Primär-
antikörper detektiert. Zusätzlich wurde ein identisch beladenes Referenzgel mit Coomassie 
gefärbt (Abb. 3-41). 
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Abb. 3-41: Bindung zweier anti-Per a 3-Antikörper an denaturierte, geblottete HL-Proben beider 
Chargen.  

Es wurden je 1 µg HL-1 und 14 µg HL-2 auf identisch beladene 10%ige SDS Gele appliziert. Als Protein-
standard wurde der BioRad-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie angefärbt und die 
übrigen Proben im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Primärantikörper wurde 1:100000 verdünnter anti-
Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet, der Sekundärantikörper wurde 1:1000 verdünnt.  

Das Referenzgel spiegelte eindeutig den unterschiedlichen Per a 3.03-Gehalt in den beiden HL-Chargen wider, 
wobei Per a 3.03 auch noch in diesen geringen Konzentrationen vom anti-Per a 3.03-AK erkannt wurde. 
Deutlich schwächer hatte dieser AK an denaturiertes P II gebunden. Ein deutlich anderes Bindungsmuster 
wies der anti-P II-AK auf. Er erkannte sehr gut denaturiertes P II sowie weitere Proteinbanden höheren und 
niedrigeren Molekulargewichts, jedoch nur äußerst schwach Per a 3.03.  

 

Auf dem Referenzgel war insbesondere bei HL-1 deutlich zu sehen, dass die Per a 3-
Isoformen (80 kDa- und 73 kDa) in der HL einen außerordentlich hohen Anteil dargstellten, 
wobei insbesondere die Konzentration von Per a 3.03 in der HL-1 deutlich von der Konzen-
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tration in der HL-2 abwich. (Abb. 3-41). Im Western-Blot wurde bei der Detektion mit dem 
anti-Per a 3.03-AK im Vergleich zum anti-P II-AK ein deutlich unterschiedliches Bindungs-
muster beobachtet (Abb. 3-41).  

Der anti-Per a 3.03-AK erkannte die denaturierte Per a 3.03-Isoform in beiden HL-Chargen 
sehr gut (Abb. 3-41). Insbesondere bei der HL-2-Probe bestätigte die deutliche Banden-
färbung die hohe Nachweisempfindlichkeit des Blot-Systems bei Verwendung der indirekten 
Antikörpermarkierung. Sehr viel schwächer, jedoch gut nachweisbar, erkannte der Anti-
körper ebenfalls lineare Epitope auf der P II-Isoform (73 kDa). Zusätzlich wurden unterhalb 
von 75 kDa weitere Banden vom AK detektiert, die jedoch nicht weiter identifiziert wurden 
(Abb. 3-41).  

Im Unterschied dazu erkannte der anti-P II-AK wie erwartet sehr gut denaturiertes P II, 
jedoch fast gar kein Per a 3.03. Lediglich in der HL-1-Probe -mit hoher Per a 3.03-
Konzentration- konnte eine schwache Bandenfärbung beobachtet werden. Stattdessen 
erkannte der Antikörper in auffälliger Weise hochmolekulare Proteinbanden, sowie 
zusätzliche niedermolekulare Banden (Abb. 3-41). Bei den hochmolekularen Banden von 
über 250 kDa handelte es sich um Aggregate der P II-Isoform, die bereits zuvor massen-
spektrometrisch identifiziert wurden (Abschnitt 3.3.2.1). Ob es sich bei der Bindung an die 
restlichen Banden um tatsächliche Kreuzreaktionen handelte oder aber um Artefakte, die auf 
eine nicht vollständig gereinigte zur Immunisierung verwendete P II-Probe zurückgeführt 
werden mussten oder aber um weitere P II-Aggregate bzw. Bruchstücke, konnte nicht 
abschließend geklärt werden.  

 

Um zu überprüfen, ob diese beiden Antikörper ein ähnliches heterologes Bindungsmuster an 
nativen HL-Proteinen zeigten, wurden zwei Methoden angewendet und miteinander 
verglichen. Zum einen wurde im Western-Blot die Bindung an Proben untersucht, die zuvor 
auf nativen Gelen aufgetrennt wurden (Abb. 3-42). Zum anderen wurde das Präzipitations-
verhalten der nativen Proben in der 2D-Immungelelektrophorese untersucht (Abb. 3-43).  

Western-Blot 

Für die Untersuchung der Kreuzreaktivitäten nativer Proben mit den anti-Per a 3-Antikörpern 
wurden HL-Proben beider Chargen auf 7.5%igen nativen Gelen aufgetrennt und 
anschließend im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Referenz diente andissoziiertes 
Hämocyanin aus Astacus astacus (Astacus-Marker). Als Primärantikörper wurden wie im 
vorherigen Western-Blot anti-Per a 3.03-AK und anti-P II-AK verwendet. Das Referenzgel 
wurde mit Coomassie gefärbt und spiegelte erneut den hohen Anteil der hexameren Per a 3-
Proteine in der Hämolymphe wider (Abb. 3-42, mit Pfeil gekennzeichnet). 
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Abb. 3-42: Bindung zweier anti-Per a 3-Antikörper an native, geblottete HL-Proben beider Chargen. 

Es wurden 1µg HL-1 und 14 µg HL-2 zuvor 3:4 mit BPB verdünnt und auf identisch beladene 7.5%ige native 
Gele appliziert. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie 
angefärbt und die übrigen beiden im Western-Blot-Verfahren geblottet. Primär- und Sekundärantikörper 
wurden wie zuvor bei den SDS-Gelen eingesetzt.  

Der anti-Per a 3.03-AK erkannte außer nativem hexamerem Per a 3.03 auch natives hexameres P II. Auch der 
anti-P II-AK erkannte sehr deutlich hexameres P II. Allerdings hatte er deutlich schwächer an natives 
hexameres Per a 3.03 gebunden. Auch bei diesen nativ aufgetrennten Proben bestätigte sich, dass der anti-P II-
AK an mindestens ein weiteres Protein in beiden HL-Proben binden konnte, welches eine langsamere 
Mobilität aufwies als die Per a 3-Proteine und mit * gekennzeichnet ist. 

 

Auch bei den nativ geblotteten Proben zeigten die Per a 3-AK ähnliche Kreuzreaktivitäten: 
Der anti-Per a 3.03-AK erkannte bei den nativ geblotteten Proben spezifisch die 80 kDa- 
und 73 kDa-Per a 3-Isoformen, wohingegen der anti-P II-AK zwar natives P II erkannte, 
jedoch nur sehr schlecht natives Per a 3.03 (Abb. 3-42). Diese äußerst schwache Erkennung 
von Per a 3.03 ließ den Rückschluss zu, dass nur sehr wenige kreuzreaktive Epitope bzw. nur 
sehr wenige kreuzreaktive Antikörper im anti-P II-Serum vorhanden waren. Zusätzlich 
erkannte der Antikörper weitere HL-Proteine, die in Abb. 3-42 mit * gekennzeichnet wurden. 
Diese Banden zeigten eine ähnliche Mobilität wie das 12-mer des Referenzhämocyanins 
(Astacus-Marker). Da auf SDS-Gelen beobachtet wurde, dass die P II-Probe aggregierte, 
bestand die Möglichkeit, dass diese Bande P II-Aggregate darstellte, oder dass es sich um ein 
anderes natives Protein handelte, dessen denaturierte Untereinheiten wahrscheinlich ebenfalls 
zuvor im Western-Blot vom anti-P II-AK erkannt wurden (Abb. 3-41). Da jedoch wie bereits 
angesprochen, nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es sich hierbei an Stelle einer 
Kreuzreaktion auch um ein Artefakt gehandelt haben könnte, wurden diese Banden nicht 
näher identifiziert.  

Eine Kreuzreaktion zwischen Per a 3-Antikörpern und partiell dissoziiertem Hämocyanin von 
Astacus astacus konnte nicht beobachtet werden (Abb. 3-42). Auch Kreuzreaktionen mit 
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denaturierten Hämocyaninen aus Astacus astacus und Palinurus elephas konnten ausge-
schlossen werden (Abbildung nicht gezeigt). Um zu Per a 3-kreuzreaktive Proteine und 
potentielle Allergene zu identifizieren, sollten in weiterführenden Experimenten weitere 
Hämocyanine und soweit verfügbar auch Hexamerine auf Kreuzreaktionen mit Per a 3 
getestet werden. 

2D-Immungelelektrophorese 

Das Ziel dieser Versuche lag im Wesentlichen darin, die Ergebnisse der Antikörperbindung 
an native Proben mit Hilfe der 2D-Immungelelektrophorese zu bestätigen. Der Vorteil der 
2D-Immungelelektrophorese gegenüber dem Western-Blot nativer Proben lag zum einen in 
der weitmaschigen Agarosematrix, bei der die Wahrscheinlichkeit für Gelartefakten, wie z.B. 
Assoziation oder Dissoziation der Proben geringer eingestuft wurde als auf den 
engmaschigen Polyacrylamid-Gelen. Zum anderen wurden bei dieser Methode die Proteine 
nicht wie beim Western-Blot an eine Nitrocellulose-Membran adsorbiert, sodass auch 
dadurch ein möglicher Einfluss insbesondere auf Konformationsepitope weitestgehend 
ausgeschlossen werden konnte.  

Interessanter Weise ließ sich beim Vergleich der HL-Proben mit den jeweiligen anti-Per a 3-
AK auf den Immungelen (Abb. 3-43) ein etwas anderes Erkennungsmuster als bei den 
Western-Blot Experimenten beobachten (Abb. 3-42).  

Der anti-Per a 3.03-AK hatte im Western-Blot in der HL-1-Probe zwei Proteinbanden 
erkannt, wohingegen dieser AK auf dem Immungel 1 mit der HL-1 vier Präzipitationspeaks 
ausbildete. Von diesen wurde Peak 3 Per a 3.03 und Peak 4 P II zugeordnet. Peak 1 und 
Peak 2 konnten nicht zugeordnet werden, mussten aufgrund der Trennmethode jedoch 
Proteine sein, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen weniger stark negativ geladen 
waren als die Per a 3-Isoformen. Auch die HL-2-Probe wies auf dem Immungel 2 mit dem 
anti-Per a 3.03-AK vier Präzipitationspeaks auf. Analog zum Immungel 1 entsprach Peak 3 
der Präzipitation mit Per a 3.03 und Peak 4 mit P II. Das Verhältnis von Peak 4 (P II) zu 
Peak 3 (Per a 3.03) war im Immungel 1 deutlich kleiner als im Immungel 2 und spiegelte 
somit sehr deutlich wider, dass in der HL-1 der Anteil an Per a 3.03 deutlich höher war als in 
der HL-2.  
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Abb. 3-43: 2D-Immungelelektrophorese von HL-1 und HL-2 mit beiden anti-Per a 3-Antikörpern.  

Die Immungele wurden wie folgt beladen 1) 6 µg HL-1, 60 µl anti-Per a 3.03-AK 2) 3 µg HL-2, 50 µl anti-
Per a 3.03-AK 3) 1 µg HL-1, 30 µl anti-P II-AK 4) 3 µg HL-2, 50 µl anti-P II-AK.  

Mit dem anti-Per a 3.03-AK waren in den HL-Proben beider Chargen vier Präzipitationspeaks zu erkennen, 
von denen zwei deutlich ausgeprägt waren. Peak 3 war dabei wahrscheinlich Per a 3.03 und Peak 4 P II 
zuzuordnen. Die unterschiedliche Höhe von Peak 3 spiegelte den in den HL-Chargen unterschiedlichen Per a 
3.03-Gehalt sehr deutlich wider. Peak 1 und 2 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Mit dem anti-P II-
AK waren in der HL-1 drei Präzipitationspeaks zu beobachten von den Peak 2 Per a 3.03 und Peak 3 P II 
zugeordnet wurde. Die HL-2 präzipitierte mit dem anti-P II-AK in mindestens fünf Peaks, von denen lediglich 
Peak 3 Per a 3.03 und Peak 4 P II zugeordnet werden konnten.  

 

Im Western-Blot der nativen HL wurden bei der Detektion durch den anti-P II-AK in der 
Hämolymphe beider Chargen vier Proteinbanden erkannt (Abb. 3-42) Auf dem entsprechen-
den Immungel 3 waren jedoch lediglich drei Präzipitationspeaks und auf Immungel 4 fünf 
Präzipitationspeaks zu beobachten. Aufgrund eines anderen Antigen-Antikörper-Verhält-
nisses, konnten Peak 1 bis 3 aus Immungel 4 im Immungel 3 nicht unterschieden werden 
und wurden dort nur als ein Peak (Peak 1) aufgelöst. Dieser Peak könnte der mit * gekenn-
zeichneten Bande im Western-Blot zuzuordnen sein (Abb. 3-42). Dieser Zusammenhang 
wurde jedoch in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. Peak 2 von Immungel 3 entsprach wahr-
scheinlich Per a 3.03, welches schwach vom anti-P II-AK erkannt wurde. Peak 3 
(Immungel 3) wurde auf die Präzipitation des Antikörpers mit P II zurückgeführt. Dem 
entsprechend handelte es sich bei Peak 3 vom Immungel 4 um Per a 3.03 und bei Peak 4 
folglich um P II. Peak 5 konnte keinem Protein zugeordnet werden. 

Insgesamt erkannte der anti-Per a 3.03-AK sowohl natives Per a 3.03 als auch natives P II. 
Der anti-P II-AK erkannte dagegen sehr gut P II und zu einem deutlich geringeren Anteil 
Per a 3.03, sowie mindestens zwei weitere HL-Komponenten.  
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Identifikation der Per a 3-Proteine mittels 2D-Immungelelektrophorese 

Nachdem nun das Bindungsverhalten der Antikörper bekannt war, wurden die isolierten 
Per a 3-Proteine mittels 2D-Immungelektropherese näher analysiert (Abb. 3-44).  

Bei Per a 3.03 war von Interesse, ob die Antikörper-Bindung der Western-Blot-Experimente 
auch auf die 2D-Immungelelektrophorese übertragbar waren. Bei P II lag der Fokus auf einer 
möglichen Unterscheidung der in P II enthaltenden Isoformen (Abschnitt 3.3.2.1).  

Obwohl die durch Protokoll 1 isolierte Per a 3.03-Isoform in ausgesprochen hoher Reinheit 
vorlag (Abb. 3-21), bildeten sich auf dem Immungel 5 zusammen mit dem anti-Per a 3.03-
AK mindestens zwei Präzipitationspeaks aus (Abb. 3-44). Ein deutlich blau gefärbter, bei 
dem es sich um Per a 3.03 handelte und mindestens ein weiterer sehr schwach gefärbter 
zweiter Peak, der jedoch nicht mit Sicherheit zugeordnet werden konnte (Abb. 3-44). 

Per a 3.03

anti-Per a 3.03-AK anti-P II-AK

PII
1

2

1

2

1
2

 

Abb. 3-44: 2D-Immungelektrophorese der isolierten Per a 3-Isoformen mit beiden anti-Per a 3-
Antikörpern.  

Die Probenzusammensetzung der Immungele war wie folgt: 5) 5 µg Per a 3.03 (Protokoll 1), 20 µl AK 6) 5 µg 
Per a 3.03 (Diplomarbeit), 13 µl AK 7) 5 µg P II (Protokoll 1), 30 µl AK 8) 5 µg P II (Protokoll 1), 12 µl AK. 

Die isolierte Per a 3.03-Isoform zeigte zusammen mit dem anti-Per a 3.03-AK den erwarteten Präzipitations-
peak. Zusätzlich war noch mindestens ein weiterer schwach angefärbter Peak zu erkennen, der nicht 
zugeordnet werden konnte. Im Widerspruch zu den Western-Blot Experimenten stand die deutliche 
Präzipitation des anti-P II-AK mit Per a 3.03. Das isolierte P II präzipitierte zusammen mit dem anti-
Per a 3.03-AK in zwei Proteinpeaks, bei denen es sich möglicherweise um die beiden in P II enthaltenen 
Per a 3-Isoformen handelte, an die der anti-Per a 3.03-AK unterschiedlich gebunden hatte. Die Präzipitation 
von P II mit dem anti-P II-AK resultierte in zwei schlecht separierten Peaks, bei denen es sich ebenfalls um die 
in P II enthaltenen Isoformen Per a 3.01 und Per a 3.0201 gehandelt haben könnte. Eine Kreuzreaktion mit 
dem in der P II-Probe enthaltenden 88 kDa-Protein wurde nicht beobachtet. 
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Bei Immungel 6 stand die Präzipitation der Per a 3.03-Isoform mit dem anti-P II-Antikörper 
in einem einzigen Peak im Widerspruch zu den Western-Blot-Experimenten (Abb. 3-41, 
Abb. 3-42), bei denen der anti-P II-AK nur zu äußerst geringen Anteilen Epitope auf 
Per a 3.03 erkannt hatte. Eine Verunreinigung dieser Per a 3.03-Probe mit P II konnte bei 
Überprüfung auf einer SDS-PAGE zuvor ausgeschlossen werden [148]. Da dieser 
Präzipitationspeak auch bei Wiederholung des Experimentes reproduzierbar war, konnte 
ebenfall ein Artefakt ausgeschlossen werden. Vielmehr muss diese Beobachtung darauf 
zurückgeführt werden, dass beim Western-Blot nativer Proben auf eine Nitrocellulose-
Membran offensichtlich Veränderungen der Proteinoberfläche auftraten, die im Fall von 
Per a 3.03 einen deutlichen Einfluss auf die anti-P II-AK-Bindung hatten.  

Unter Einbeziehung der Western-Blot-Experimente konnte geschlussfolgert werden, dass der 
anti-P II-AK offensichtlich bei Per a 3.03 hauptsächlich Konformationsepitope und nahezu 
keine linearen Epitope erkannte. 

 

Bei P II waren auf beiden Immungelen mehrere Peaks zu unterscheiden (Abb. 3-44). Auf 
dem Immungel 7 präzipitierte die P II-Probe mit dem anti-Per a 3.03-AK in zwei sehr unter-
schiedlich hohen Peaks. Eine Präzipitation durch eine Verunreinigung mit Per a 3.03 wurden 
jedoch aufgrund der Kontrollgele (Abb. 3-21) ausgeschlossen. Unter Berücksichtigung, dass 
sich P II aus zwei Isoformen zusammensetzte, konnte diese Präzipitation auch darauf 
hindeuten, dass die beiden in P II enthaltenden Isoformen vom anti-Per a 3.03-AK deutlich 
unterschiedlich gut gebunden wurden. Auf dem Immungel 8 waren mit anti-P II-AK 
ebenfalls zwei nicht gut separierte Präzipitationspeaks von P II vorhanden. Diese spiegelten 
wahrscheinlich ebenfalls das in P II enthaltene Isoformengemisch (Per a 3.01 und 
Per a 3.0201) wider. Mit dieser Methode war es somit zusätzlich zur IEF gelungen, die 
beiden in P II enthaltenen Isoformen (Per a 3.01 und Per a 3.0201) partiell voneinander zu 
trennen. 

Fazit der Kreuzreaktionen der Isoformen 

Sowohl mit den Western-Blot-Experimenten als auch mit der 2D Immungelelektrophorese 
konnte ausgeschlossen werden, dass zwischen dem 88 kDa-Protein (als Verunreinigung in 
P II aus Protokoll 1 enthalten) und den Per a 3-AK Kreuzreaktionen auftraten (Abb. 3-44). 
Beide Methoden lieferten für die nativen Per a 3-Proteine etwas differierende Ergebnisse. 
Diese mussten entweder auf eine signifikant höhere Sensitivität der 2D Immungelelektro-
phorese zurückgeführt werden, oder darauf, dass der Transfer und die Adsorption nativer 
Proteine an eine Nitrocellulose-Membran zum Verlust von Konformationsepitopen führte, 
was in einer differierenden AK-Erkennung resultierte. 
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Basierend auf diesen Untersuchungen konnten die getesteten Kreuzreaktionen der Per a 3-
Isoformen mit den beiden anti-Per a 3-AK folgendermaßen zusammengefasst werden 
(Tabelle 3-4): 

Per a 3.03 P II 
 

denaturiert nativ denaturiert nativ 

anti-Per a 3.03-AK +++ +++ ++ ++ 

anti-P II-AK + + +++ +++ 

Tabelle 3-4: Übersicht über die Kreuzreaktionen der nativen und denaturierten Per a 3-Isoformen mit 
den anti-Per a 3-AK. Die Einteilung der Reaktionen erfolgte von sehr deutlich (+++) über gering (+) bis gar 
nicht (-).  
 

3.3.2.7 Untersuchungen zur Stabilität von isoliertem P II und Hämolymphe aus 
Periplaneta americana 

Die Stärke der Immunantwort hängt u.a. von der Konzentration des Antigens, dem Eintritts-
vektor in den Organismus, aber auch im Besonderen von der Struktur des entsprechenden 
Antigens ab. Bei den meisten respiratorischen Allergenen spielen Konformationsepitope für 
die IgE-Bindung  eine wichtige Rolle [304, 305]. Somit ist eine intakte dreidimensionale 
Proteinstruktur und damit die Stabilität der Proteine für die Immunantwort von enormer 
Bedeutung [306]. Da aus den vorherigen Untersuchungen bekannt war, dass die Unter-
einheiten der Per a 3-Isoformen nicht über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind, 
wurde mittels chaotropen Reagenzien versucht, die hexameren Per a 3-Isoformen in ihre 
Untereinheiten zu zerlegen. In weiteren Experimenten wurde die Stabilität der Allergene im 
Hinblick auf die Antigenpräsentation verfolgt. Hierfür wurde zunächst die Proteinstabilität in 
einem Modellsystem gegenüber dem pH-Bereich der endosomal/lysosomalen Komparti-
menten untersucht.  

Stabilität gegenüber chaotropen Reagenzien  

Eine besondere Eigenschaft der Per a 3-Proteine ist deren hohe Stabilität. Frühere 
Experimente hatten ergeben, dass die Per a 3-Proteine nicht wie die Hexamerine und auch 
nicht wie die verwandten Hämocyanine durch Inkubation in Dissoziationspuffer A (50 mM 
Glycin, 5 mM EDTA, pH 9.6) in ihre Untereinheiten zerlegt werden konnten [148, 292, 307-
311].  

Aus diesem Grund wurde die Stabilität der Per a 3-Proteine gegenüber chaotropen Reagen-
zien untersucht, mit dem Ziel, die hexamere Oligomerisierung der Per a 3-Isoformen zu 
dissoziieren, ohne dabei die Untereinheiten zu denaturieren. Chaotrope Reagenzien stören die 
geordnete Wasserstruktur und vermindern dadurch die für Proteine wichtigen hydrophoben 
Kräfte. Für diese Stabilitätsuntersuchungen wurden unterschiedliche Puffersysteme mit 
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Harnstoff bzw. Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCl) in unterschiedlichsten Versuchen getestet, 
die im Folgenden am Beispiel dreier verschiedener Ansätze vorgestellt werden:  

Im ersten Ansatz wurde die Stabilität der gereinigten P II-Isoform (aus Protokoll 3) gegen-
über Dissoziationspuffer B (50 mM Glycin, 5 mM EDTA, 2.5 M Harnstoff, pH 9.6) 
untersucht. Die nächsten Ansätze wurden hauptsächlich aufgrund der limitierten Protein-
menge der gereinigten Isoformen an der Hämolymphe (HL-2) durchgeführt. Für den zweiten 
Ansatz wurde ein alkalischeres Puffermilieu sowie Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCl) als 
chaotropes Reagenz gewählt (Dissoziationspuffer C: 50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2 M 
GdnHCl, pH 10.5) und zusätzlich der Einfluss der Hämolymph-Konzentration auf die 
Dissoziation untersucht.  

Der dritte Ansatz fand ebenfalls bei pH 10.5 statt, wurde jedoch erneut mit Harnstoff als 
chaotropes Reagenz an analytischen HL-Konzentrationen getestet (Dissoziationspuffer D: 
50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2.5 M Harnstoff, pH 10.5) und anschließend auf einen 
präparativen HL-Ansatz übertragen.  

Auf diesen Experimenten aufbauend wurde in Kooperation mit der AG Saloga (Hautklinik 
des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universität Mainz) von Barbara Häringer in ihrer 
Diplomarbeit der Einfluss der hexameren Oligomerisierung der Per a 3-Isoformen auf deren 
Immunogenität und Allergenität im Vergleich zum Dissoziat analysiert [19, 273]. 

 

Stabilität von P II gegenüber Dissoziationspuffer B 

Für die Untersuchung der Stabilität von P II in Gegenwart von Harnstoff konnte auf eine 
Untersuchungsreihe meiner Diplomarbeit zurückgegriffen werden (Abb. 3-45) [148].  

Hierbei wurde die Stabilität in Abhängigkeit von 0 M bis 5 M Harnstoff in Dissoziations-
puffer A auf einer nativen PAGE untersucht und beobachtet, dass ab 2 M Harnstoff bereits 
nach 1 h eine beginnende Dissoziation der Hexamere auftrat. Bei 3 M Harnstoff war nach 
24 h der Proteinhauptanteil dissoziiert und eine beginnende Denaturierung konnte beobachtet 
werden.  
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Abb. 3-45: Überprüfung von P II nach 1 h und 24 h Inkubation in Gegenwart von 0-5 M Harnstoff in 
Dissoziationspuffer A. 

Pro Spur wurden 4.5µg Protein 2:3 mit BPB verdünnt aufgetragen und auf einer 7.5%igen nativen PAGE 
(pH 8.8) aufgetrennt. Als Referenz diente der Eurypelma-Marker, der zwischen den Gelen beschriftet wurde. 
Die Gele wurden mit Coomassie gefärbt. 

Ab 1 M Harnstoff wurden zusätzlich zur typischen P II-Hexamerbande (6-mer) weitere Proteinbanden, ins-
besondere eine Bande auf Höhe der ff-Untereinheiten beobachtet (Dissoziat). P II begann nach 24 h 
Inkubation ab 3 M Harnstoff zu denaturieren. Bei 5 M Harnstoff war fast alles P II denaturiert, sodass keine 
deutlich abgegrenzten Proteinbanden mehr nachweisbar waren.  

 

Um eine Denaturierung der Proben vermeiden zu können, wurde sich daher in nachfolgenden 
Experimenten für 2.5 M Harnstoff entschieden.  

In diesem Dissoziations-Ansatz wurde P II 1:7 mit Dissoziationspuffer B auf eine Konzen-
tration von 0.14 mg/ml verdünnt und für fünf Tage bei 20°C inkubiert. Für die Separation 
von Hexameren und Dissoziat wurde die Probe mittels Größenausschlusschromatographie 
(S-200, 16/60) aufgetrennt und die relevanten Fraktionen auf einer nativen PAGE überprüft 
(Abb. 3-46).  

Die Probe eluierte in vier unterschiedlich ausgeprägten Peaks von der SEC, wobei 
interessanter Weise bei der Elution von Peak 3 ein Anstieg der Leitfähigkeit zu verzeichnen 
war. Peak 1 eluierte nach 80.5 ml Retentionsvolumen, Peak 2 nach 108.5 ml, Peak 3 nach 
116.5 ml und der schwach ausgeprägte Peak 4 nach 125.5 ml. Die Überprüfung der 
relevanten Peak-Fraktionen auf der nativen PAGE ergab, dass die dissoziierte P II-Probe sich 
aus Hexameren und einer weiteren Bande zwischen ff und bc-Untereinheiten des Eurypelma-
Markers zusammensetzte, die beide in Peak 1 eluierten (Abb. 3-46). Die native P II-Probe 
wies zusätzlich zur Hexamerbande zwei weitere Proteinbanden auf, die bereits bei nativen 
P II-Proben aus dem Crude-Extrakt beobachtet wurden. Wahrscheinlich handelte es sich 
dabei um verschiedene P II-Dissoziationsstufen (Abb. 3-46).  
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Abb. 3-46: Größenausschlusschromatographie der mit Dissoziationspuffer B dissoziierten P II-Probe mit 
Kontrolle der Peak-Fraktionen auf einer silbergefärbten 7.5%igen nativen PAGE. 

A) Größenausschlusschromatographie (S-200; 16/60). Es wurden 5 ml der dissoziierten Probe mit 
Dissoziationspuffer B bei einer Flussrate von 0.5 ml/Min. auf die Größenausschlusssäule aufgetragen. Die 
Proteine wurden mit 147 ml Puffer eluiert und in 1 ml-Fraktionen gesammelt. 

Das Dissoziat eluierte in vier Peaks von der Säule, wobei bei der Elution von Peak 3 ein Anstieg der Leit-
fähigkeit zu verzeichnen war. Peak 1 eluierte nach 80.5 ml Retentionsvolumen, Peak 2 nach 108.5 ml, Peak 3 
nach 116.5 ml und der schwach ausgeprägte Peak 4 nach 125.5 ml.  

B) Kontrolle der relevanten Peak-Fraktionen auf einer silbergefärbten 7.5%igen nativen PAGE. Es 
wurden je 20 µl derzuvor 3:4 mit BPB versetzten Proben auf das 7.5%ige native Gel appliziert. Die native P II-
Probe wurde zusätzlich zuvor 1:10 mit Schabenpuffer C verdünnt (68 µg). Als Referenz diente der Eurypelma-
Marker.  

Das native P II wies auf der nativen PAGE insgesamt drei Proteinbanden auf, bei denen es sich wahrscheinlich 
zusätzlich zum Hexamer um unterschiedliche Dissoziationsstufen handelte. Beim Dissoziat wurden dagegen 
lediglich zwei Proteinbanden angefärbt. Die Peak 1 Fraktion enthielt hexameres P II, den restlichen drei Peak-
Fraktionen konnte kein Proteinzustand zugewiesen werden.  
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Peak 1 enthielt hauptsächlich das hexamere P II, wohingegen weder Peak 2 noch Peak 3 auf 
der nativen PAGE ein Proteinzustand zugewiesen werden konnte (Abb. 3-46). Interessant 
war allerdings, dass das Dissoziat, welches auf der nativen PAGE zwei Proteinbanden 
aufwies, in vier Peaks von der Größenausschlusssäule eluierte. Das Auftreten von Peak 2 und 
Peak 3 war eventuell auf die Zusammensetzung der P II-Probe aus Per a 3.01 und 
Per a 3.0201 zurückzuführen.  

Um trotz der geringen Proteinkonzentration in Peak 2 und 3 beurteilen zu können, ob 
tatsächlich eluierende Monomere oder ein Gemisch aus z.B. Monomeren, Di- und/oder 
Trimeren vorhanden waren, wurden die Fraktionen von Peak 2 und 3 (80-106) vereinigt. Sie 
wurden im Folgenden als Peak 2,3 bezeichnet. Von Peak 1 wurden die Fraktionen 45-78 und 
von Peak 4 die Fraktionen 107-115 vereinigt. Diese Proben wurden aufkonzentriert und für 
die immunologischen Untersuchungen mit PBS umgepuffert und erneut auf einer nativen 
PAGE überprüft (Abb. 3-47).  
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Abb. 3-47: Überprüfung der vereinigten und mit PBS umgepufferten Proben auf einer silbergefärbten 
7.5% nativen PAGE.  

Es wurden je 24 µl zuvor 3:4 mit BPB versetzte Proben auf das Gel appliziert. Es wurden 11.4 µg natives P II 
(P II nativ_PBS), 3.2 µg dissoziiertes P II (P II diss.) und 1.5 µg Peak 1_PBS aufgetragen. Die Proteinkonzen-
tration der übrigen Peak-Proben (Peak 2,3_PBS, Peak 4_PBS) konnte aufgrund zu geringer Proteinkonzentra-
tion und –volumina nicht bestimmt werden, sodass die Proben unverdünnt verwendet wurden. Als Referenz 
diente der Palinurus-Marker.  

Die umgepufferte native P II-Probe war für eine Detektion mit der Silberfärbung zu hoch konzentriert, sodass 
die Hexamerbande auf dieser PAGE nur sehr schwer zu erkennen war. Eine Reassoziation der nicht 
umgepufferten dissoziierten P II-Probe (P II diss.) wurde nicht beobachtet. Ein deutlicher Unterschied war 
nach Umpufferung in der Peak 1-Probe zu erkennen. Diese zeigte in PBS mindestens vier Proteinbanden, die 
sowohl auf eine Aggregation als auch auf eine partielle Dissoziation der Peak 1-Probe hinwiesen (mit Pfeilen 
gekennzeichnet).  
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Doch auch mit den aufkonzentrierten Proben konnte den vereinigten Peak 2,3-Fraktionen 
kein Protein zugeordnet werden. Allerdings fiel auf, dass die Peak 1-Probe nach der 
Umpufferung zwei weitere Banden auf der nativen PAGE aufwies (mit Pfeil gekennzeichnet 
Abb. 3-47). Die Aufkonzentrierung und/oder die Lagerung in PBS könnte bei partiell disso-
ziiertem P II zur Reassoziation bzw. Aggregatbildung geführt haben.  

Um auszuschließen, dass es sich dabei um Gelartefakte handelte, wurden diese Proben 
zusätzlich im Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge untersucht. Als 
Referenz wurde natives hexameres P II des identischen Reinigungsprotokolls verwendet 
(Abb. 3-48).  

Von dem sedimentierenden P II konnten bei 40000 rpm nur sehr wenige Sedimentations-
fronten aufgenommen werden (Abb. 3-48 1A). Diese belegten dennoch eindeutig die 
Sedimentation der hexameren P II Probe mit 17 S (S20,W), die dem gemittelten korrigierten S-
Wert der unbehandelten hexameren P II-Probe entsprach (Abb. 3-34). Hiermit konnte 
zusätzlich bestätigt werden, dass natives P II in PBS weder aggregierte noch denaturierte 
noch in PBS eine Auflockerung der Quartärstruktur stattgefunden hatte. Die langsamer 
sedimentierenden Proteine waren eventuell den zusätzlichen Proteinbanden der P II Probe auf 
der nativen PAGE zuzuordnen (Abb. 3-47). Das Sedimentationsverhalten der Peak 1 Probe 
zeigte eine breite Verteilung von 0 bis 10 S (S20,W) (Abb. 3-48). Somit enthielt die Probe 
unterschiedliche P II-Dissoziationsstufen. Für reine Monomere wäre, in Anlehnung an den 
Sedimentationskoeffizienten von Hämocyanin-Untereinheiten, eine sedimentierende Gruppe 
von etwa 5 S (S20,W) zu erwarten gewesen [312]. Bei der Peak 2,3-Probe konnte trotz 
Messung bei 220 nm keine Sedimentationsfronten ausgemacht werden (Abb. 3-48 3). Eine 
Denaturierung der Proben konnte nicht ausgeschlossen werden. 
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6-mer_PBS

Peak 1_PBS

Peak 2,3_PBS

Abb. 3-48: Überprüfung der mit PBS umgepufferten Proben im Sedimentationslauf in der analytischen 
Ultrazentrifuge.  

Die unverdünnten Proben wurden bei 40000 rpm und 20°C zentrifugiert und die Sedimentationsfronten im 
Absorptionsmodus detektiert. Aufgrund der unterschiedlichen Probenkonzentrationen (6-mer_PBS = 0.66 
mg/ml, Peak 1_PBS= 0.082 mg/ml, Peak 2,3_PBS = Konzentration konnte nicht bestimmt werden) fand die 
Detektion der drei Proben bei unterschiedlichen Wellenlängen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit 
der „enhanced van Holde-Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgeführt. Den 
Graphen entsprachen folgende Proben 1) natives hexameres P II, 2) gepoolte Peak 1-Fraktionen 3) gepoolte 
Peak 2,3-Fraktionen. Mit A wurden jeweils die Sedimentationsfronten der einzelnen Proben gekennzeichnet. 
Mit B wurden die Extrapolationsgraphen der Proben, bereits gegen den jeweiligen Puffer korrigiert dargestellt 
und mit C die zugehörigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Für eine bessere Vergleichbarkeit 
wurden die jeweiligen Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.  

Die hexamere P II-Kontrolle wies auch in PBS weiterhin den für natives P II typischen Sedimentations-
koeffizienten von 17 S (S20,W) auf. Peak 1 enthielt eine polydisperse Lösung mit korrigierten Sedimen-
tationskoeffizienten von 0 bis 10 S. Weder Hexamere noch höhere Aggregate wurden in dieser Probe 
beobachtet. Die Absorption der Peak 2,3-Probe war sogar bei 215 nm so gering, dass keine ordentlichen 
Sedimentationsfronten beobachtet wurden und die Probe nicht weiter ausgewertet werden konnte.  

 

Der Vergleich der Proteinbanden auf der nativen PAGE (Abb. 3-47, Abb. 3-48) mit den 
Ergebnissen der Sedimentationläufe lieferte für das native P II vergleichbare Daten, wohin-
gegen für die Peak 1-Probe mit beiden Methoden deutlich differierende Ergebnisse erhalten 
wurden. Im Sedimentationslauf wurden in dieser Probe eindeutig keine sedimentieren 
Hexamere detektiert, wohingegen auf der nativen PAGE diese Probe eindeutig die P II-
typische Hexamerbande sowie die zusätzliche Bande geringerer Mobilität aufwies. Da beim 
Sedimentationslauf die Proteine in Lösung vorlagen und nicht wie bei den Polyacrylamid-
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Gelen durch eine engmaschige Matrix wandern mussten, wurde in diesem Zusammenhang an 
Stelle der nativen PAGE dem Ergebnis der Sedimentationsdaten vertraut. 

Insgesamt zeigte sich an der Peak 1-Probe, dass das isolierte P II auch in Gegenwart von 
2.5 M Harnstoff mit Dissoziationspuffer B nicht vollständig in die Monomere dissoziiert 
werden konnte. 

Stabilität der HL gegenüber Dissoziationspuffer C 

Um eine vollständige Dissoziation der Per a 3-Isoformen zu erreichen wurden daher die 
Pufferbedingungen verändert und die Stabilität von Hämolymph-Proben gegenüber 2 M 
Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCl) und bei pH 10.5 in Dissoziationspuffer C untersucht. 
Hierbei wurde zusätzlich der Einfluss zweier Hämolymph-Konzentrationen (0.15 mg/ml und 
0.71 mg/ml) getestet.  

Für die Einstellung der Konzentrationen wurden die Proben 1:314 („HL diss. A“) bzw. 1:64 
(„HL diss. B“) mit Dissoziationspuffer C verdünnt und für sieben Tage bei 20°C inkubiert.  

Auf eine Analyse des Dissoziats mittels Größenausschlusschromatographie wurde aufgrund 
der damit verbundenen hohen Probenverdünnung und der mit der Aufkonzentrierung 
verbundenen Proteinverluste verzichtet. Die Überprüfung der Dissoziation der Proben fand 
stattdessen auf einer 7.5%igen nativen PAGE mit anschließendem Western-Blot (Abb. 3-49), 
sowie im Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge statt (Abb. 3-50).  

Von den aufgetragenen Proben zeigte auf der nativen PAGE lediglich die HL-Kontrollprobe 
(HL-K 4°C in Schabenpuffer D) das typische Bandenmuster, welches ebenfalls bereits in 
bekannter Weise im Western-Blot von dem anti-Per a 3.03-AK bzw. dem anti-P II-AK 
erkannt wurde (Abb. 3-49). Allerdings konnte weder auf der nativen PAGE noch mit der AK-
Detektion bei den mit Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCl) versetzten Proben Proteinbanden 
detektiert werden. Beide Dissoziatproben waren unter den gewählten Dissoziations-
bedingungen wahrscheinlich denaturiert und dann irreversibel aggregiert, wodurch die 
Proben nicht in die Gelmatrix einwandern konnten und am oberen Rand des Trenngels 
verblieben (Abb. 3-49).  
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Abb. 3-49: Überprüfung der in Dissoziationspuffer C inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE 
mit anschließendem Western-Blot.  

Es wurden 3 µg der HL-Kontrolle (HL-K 4°C, Schabenpuffer D), 3 µg der dissoziierten HL A (HL diss. A) 
und 13 µg der dissoziierten HL B (HL diss. B) 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Das Referenzgel 
wurde mit der Silberfärbung nach Nesterenko gefärbt und die übrigen Gele im Western-Blot-Verfahren 
geblottet. Als Referenz diente der Euryelma-Marker. Als Primärantikörper wurde 1:100000 verdünnter anti-
Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet. Der Sekundärantikörper (anti-rabbit-IgG-AK) mit gekoppelter 
alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdünnt.  

Lediglich bei der Kontrolle in Schabenpuffer D waren die typischen hexameren Per a 3-Proteinbanden auf der 
nativen PAGE zu erkennen, die in gewohnter Weise von den beiden anti-Per a 3-AK im Western-Blot 
detektiert wurden. In den mit GdnHCl versetzten Dissoziatproben waren bei keiner Konzentration definierte 
Banden auf der nativen PAGE angefärbt und auch von den beiden AK wurden keine Proteinbanden detektiert. 
Beide Dissoziatproben schienen denaturiert oder aggregiert gewesen zu sein, sodass die Proteine nicht in die 
Gelmatrix einwandern konnten.  

 

Daher wurden die Proben zusätzlich im Sedimentationslauf in der analytischen Ultra-
zentrifuge untersucht. Eine Beurteilung der Dissoziation der Per a 3-Isoformen war auch trotz 
der Verwendung der Hämolymphe möglich, da die Per a 3-Isoformen den Hauptbestandteil 
in der Hämolymphe darstellten und mit 17 S bis 19 S (S20,W) auch charakteristisch hohe 
Sedimentationskoeffizient aufwiesen (Abb. 3-34).  

Die normale Verteilung der Sedimentationskoeffizienten unbehandelter HL wurde in Abb. 
3-50 unter 1 (HL-K) dargestellt. Die sedimentierenden hexameren Per a 3-Proteine waren mit 
etwa 19 S (S20,W) in dieser Probe gut vom Proteingemisch zu unterscheiden. Zusätzlich waren 
in der HL stets langsamer sedimentierende Proteinspezies vorhanden (Abb. 3-50). 
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HL diss. B

HL diss. A

HL-K

Abb. 3-50: Überprüfung der in Dissoziationspuffer C inkubierten Proben im Sedimentationslauf in der 
analytischen Ultrazentrifuge.  

Die unverdünnten Proben wurden bei 35000 rpm und 20°C zentrifugiert und die Sedimentationsfronten im 
Absorptionsmodus verfolgt. Aufgrund der unterschiedlichen Probenkonzentrationen (HL-K = 0.15 mg/ml, 
HL diss. A= 0.15 mg/ml, HL diss. B= 0.71 mg/ml) fand die Detektion der drei Proben bei unterschiedlichen 
Wellenlängen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der „enhanced van Holde-Weischet“-Methode 
ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgeführt. Den Graphen entsprachen folgenden Proben 1) natives 
hexamere HL in Schabenpuffer D, 2) 0.15 mg/ml HL versetzt mit Dissoziationspuffer C, 3) 0.71 mg/ml HL 
versetzt mit Dissoziationspuffer C. Mit A wurden jeweils die Sedimentationsfronten der einzelnen Proben 
gekennzeichnet. Die Sedimentationsrichtung war von links nach rechts. Mit B wurden die Extrapolations-
graphen der Proben, bereits gegen den jeweiligen Puffer korrigiert dargestellt und mit C die zugehörigen 
Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die jeweiligen 
Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.  

Die HL-Kontrolle wies die typische S-Wert Verteilung der HL auf: zusätzlich zu den Per a 3-Proteinen von 
17-19 S (S20,W) wurden weitere langsamer sedimentierende Proteine in der HL beobachtet. Die Detektion der 
Sedimentationsfronten der HL diss. A wiesen ein hohes Rauschen auf, konnten aber dennoch ausgewertet 
werden. Die Probe enthielt eine Vielzahl an sedimentierenden Spezies, darunter auch noch einen geringen 
Anteil an hexameren Per a 3-Proteinen. Wohingegen bei der höheren HL-Konzentration (HL diss. B) eine 
deutliche Aggregation bzw. Denaturierung zahlreicher Spezies zu beobachten war. Definierte Gruppen 
konnten in dieser Probe nicht mehr zusammengefasst werden. Die Verwendung von 2 M GdnHCl war für die 
Dissoziation der Per a 3-Proteine offenbar nicht geeignet.  

 

Eine erfolgreiche quantitative Dissoziation der Per a 3-Proteine konnte auch im Sedimen-
tationslauf bei keiner der verwendeten HL-Konzentrationen verzeichnet werden (Abb. 3-50): 
bei der hohen HL-Konzentration (HL diss. B) war eindeutig eine Aggregation und/oder 
Denaturierung der Proteine zu beobachten (Abb. 3-50 3). Bei der geringer konzentrierten 
Hämolymphe (HL diss. A) wurde zwar keine Aggregation beobachtet, jedoch auch keine 
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vollständige Dissoziation der Per a 3-Proben, da ein sehr geringer Proteinanteil noch immer 
mit ca. 18 S (S20,W) sedimentierte (Abb. 3-50 2).  

Die Kombination aus 2 M GdnHCl, alkalischem pH-Wert und der Entfernung bivalenter 
Ionen aus dem Extrakt war offenbar auch für die ansonsten stabilen Per a 3-Isoformen zu 
aggressiv und führte zur Denaturierung der Extrakt-Proteine. Aus diesem Grund wurde für 
die nachfolgende Untersuchung anstelle des GdnHCl wieder auf 2.5 M Harnstoff zurück-
gegriffen. Die restlichen Pufferbedingungen wurden aus diesem Experiment übernommen. 

Stabilität der HL gegenüber Dissoziationspuffer D 

Auch für diese Untersuchung wurden zwei unterschiedliche Hämolymph-Konzentrationen 
(0.15 mg/ml und 0.71 mg/ml) verwendet. Diese wurden 1:314 (HL diss. A) bzw. 1:64 (HL 
diss. B) mit Dissoziationspuffer D (50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2.5 M Harnstoff, pH 10.5) 
versetzt und für sieben Tage bei 20°C inkubiert.  

Für die Überprüfung der Dissoziation wurde erneut auf die native Gelelektrophorese mit 
anschließendem Western-Blot (Abb. 3-51) sowie auf die analytische Ultrazentrifuge 
zurückgegriffen (Abb. 3-52). In diesem Experiment wurde zusätzlich zur Kontrolle bei 4°C 
(HL K 4°C) die Hämolymphe in Schabenpuffer D bei 20°C als weitere Kontrolle inkubiert 
(HL K 20°C). 

Der Vergleich dieser beiden Kontrollproben auf der nativen PAGE und im Western-Blot 
zeigte, dass die unterschiedlichen Inkubationstemperaturen keinen Einfluss auf die 
hexameren Per a 3-Proteine hatten (Abb. 3-51). Eine Veränderung war jedoch bei der Bande 
oberhalb der Per a 3-Proteine zu beobachten (Abb. 3-51, mit Pfeil gekennzeichnet): diese 
veränderte offensichtlich in Abhängigkeit zur Lagerungstemperatur ihre elektrophoretische 
Beweglichkeit. Dies war eventuell auf eine Dissoziation oder auf eine veränderte Tertiär-
struktur zurückzuführen.  
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Abb. 3-51: Überprüfung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE 
mit anschließendem Western-Blot.  

Es wurden je 3 µg der HL-Kontrollen (4°C bzw. 20°C, Schabenpuffer D), 3 µg der dissoziierten Hämolymphe 
A (HL diss. A) und 13 µg der dissoziierten HL B (HL diss. B) 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Das 
Referenzgel wurde mit der Silberfärbung nach Nesterenko gefärbt und die übrigen Gele im Western-Blot-
Verfahren geblottet. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Als Primärantikörper wurde 
1:100000 verdünnter anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet. Der Sekundärantikörper (anti-rabbit-
IgG-AK) mit gekoppelter alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdünnt.  

Die 4°C und 20°C Kontrolle zeigten beide in Bezug auf die Per a 3-Proteine auf der nativen PAGE und im 
Western-Blot die typischen hexameren Per a 3-Proteinbanden. Ein Unterschied der Proben wurde 
insbesondere bei der Proteinbande oberhalb der Per a 3-Proteine beobachtet, die auch vom anti-P II-AK 
detektiert wurde (mit Pfeil gekennzeichnet). Diese veränderte in Abhängigkeit zur Inkubationstemperatur ihr 
elektrophoretisches Laufverhalten. In den Dissoziatproben waren bei beiden Konzentrationen keine 
hexameren Per a 3-Proteinbanden weder auf der nativen PAGE noch bei der AK-Detektion zu erkennen. 
Stattdessen wurden drei neue mit * bis *** gekennzeichnete Banden auf der nativen PAGE und im Western-
Blot angefärbt. Dabei handelte es sich vermutlich um unterschiedliche Dissoziationsstufen der Per a 3-
Proteine. Ein Einfluss der verschiedenen HL-Konzentration auf die Dissoziation wurde nicht beobachtet.  

 

In beiden Dissoziatproben (HL diss. A und B) waren nach sieben Tagen Inkubation keine 
Hexamerbanden mehr auf der silbergefärbten nativen PAGE nachweisbar (Abb. 3-51). 
Stattdessen wurden mindestens drei in der nativen Kontrolle nicht vorhandene Proteinbanden 
detektiert, die auch im Western-Blot vom anti-Per a 3.03-AK und vom anti-P II-AK erkannt 
und in der Abb. 3-51 mit * bis *** gekennzeichnet wurden. Dabei handelte es sich offenbar 
um unterschiedliche Dissoziationsstufen der Per a 3-Proteine. Ein Einfluss der unterschied-
lich eingesetzten HL-Konzentration auf die Dissoziation wurde nicht beobachtet.  

Die Überprüfung der Proben in einem Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge 
konnte die vollständige Dissoziation der Per a 3-Isoformen ebenfalls bestätigen. Bei keiner 
Konzentration wurden deutliche mit 17-19 S (S20,W)-sedimentierende Gruppen nachgewiesen. 
Vielmehr setzten sich die Dissoziatproben aus mit unter 10 S (S20,W) sedimentierenden 
Spezies zusammen (Abb. 3-52).  
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Abb. 3-52: Überprüfung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben im Sedimentationslauf in der 
analytischen Ultrazentrifuge.  

Die unverdünnten Proben wurden bei 35000 rpm und 20°C zentrifugiert und die Sedimentationsfronten im 
Absorptionsmodus verfolgt. Aufgrund der unterschiedlichen Probenkonzentrationen (HL K 4°C = 0.15 mg/ml, 
HL K 20°C = 0.15 mg/ml, HL diss. A= 0.15 mg/ml, HL diss. B= 0.71 mg/ml) fand die Detektion der drei Proben 
bei unterschiedlichen Wellenlängen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der „enhanced van Holde-
Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgeführt. Den Graphen entsprachen folgende 
Proben 1) native hexamere HL in Schabenpuffer D, inkubiert bei 4°C, 2) native hexamere HL in Schabenpuffer D, 
inkubiert bei 20°C, 3) 0.15 mg/ml HL versetzt mit Dissoziationspuffer D, 4) 0.71 mg/ml HL versetzt mit 
Dissoziationspuffer D. Mit A wurden jeweils die Sedimentationsfronten der einzelnen Proben gekennzeichnet. 
Mit B wurden die Extrapolationsgraphen der Proben, bereits gegen den jeweiligen Puffer korrigiert dargestellt und 
mit C die zugehörigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die 
jeweiligen Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.  

Ein Einfluss der Inkubationstemperaturen der HL-Kontrollen wurde bei den Sedimentationskoeffizienten der 
langsamer sedimentierenden Proben beobachtet. Ein signifikanter Einfluss auf die Per a 3-Protein konnte 
allerdings ausgeschlossen werden. Diese sedimentierten wie bereits bekannt als definierte Gruppe mit 17 bis 19 S 
(S20,W). Die Sedimentationsfronten der HL diss. A wiesen ein hohes Rauschen auf, konnten aber dennoch 
ausgewertet werden. Die Probe enthielt nur noch mit unter 10 S (S20,W) sedimentierende Proteinspezies, 
wohingegen bei der höheren HL-Konzentration (HL diss. B) zusätzlich drei S-Werte von über 10 S (S20,W) 
beobachtet wurden. Insgesamt dissoziierten die Per a 3-Proteine in Dissoziationspuffer D sehr deutlich.  
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Wie bereits bei der HL-Kontrolle auf der nativen PAGE beobachtet (Abb. 3-51), bestätigte 
sich auch im Sedimentationslauf der Einfluss der Inkubationstemperaturen. Proteine die 
langsamer als mit 10 S sedimentierten, zeigten bei 20°C Lagerungstemperatur etwas andere 
Sedimentationseigenschaften als bei der Lagerung bei 4°C (Abb. 3-52 1,2). Dabei muss 
jedoch berücksichtigt werden, dass in Schabenpuffer D als Puffersubstanz TRIS verwendet 
wurde, welches mit -0.028 pH/K eine starke Temperaturabhängigkeit aufwies und somit 
eventuell kein eigentlicher Temperatureffekt sondern vielmehr der pH-Einfluss auf diese 
Proteine detektiert wurde [237]. Da die Per a 3-Isoformen von der Lagerungstemperatur 
jedoch nicht beeinflusst waren, wurde bei späteren Experimenten auf unterschiedliche 
Kontrollen verzichtet.  

Durch Erhöhung der EDTA-Konzentration sowie dem deutlich ins alkalische verschobene 
pH-Wert des Puffers war es erstmals gelungen, die hexameren Per a 3-Isoformen zu 
dissoziieren, ohne sie offensichtlich zu denaturieren. Daher konnte dieser Versuch auf einen 
präparativen Ansatz übertragen werden.  

Präparative Herstellung von dissoziierten HL-Proteinen 

Die Herstellung präparativer Mengen an Dissoziat war ein entscheidender Bestandteil für die 
von Barbara Häringer in ihrer Diplomarbeit durchgeführten Experimente, in denen der 
Einfluss der hexameren Oligomerisierung der Per a 3-Isoformen auf deren Immunogenität 
und Allergenität im Vergleich zum Dissoziat untersucht wurde [19]. Voraussetzung dieser 
Experimente war eine Charge an dissoziierter und nativer Hämolymphe, die beide für die 
zellbiologischen Test in PBS vorliegen mussten. Daher wurden in diesem Ansatz die Proben 
zusätzlich nach der Dissoziation mit PBS umgepuffert und überprüft, ob dadurch oder durch 
längere Lagerung eine Reassoziation der Proben auftrat.  

Für die präparative Dissoziation wurden 45.6 mg HL 1:201 mit Dissoziationspuffer D 
versetzt (0.23 mg/ml) und für sieben Tage bei 20°C inkubiert. Die Dissoziation wurde erneut 
mittels nativer PAGE mit anschließendem Western-Blot sowie im Sedimentationslauf in der 
analytischen Ultrazentrifuge überprüft (Abb. 3-53, Abb. 3-54). Anschließend wurden die 
Proben für die zellbiologischen Experimente mit PBS umgepuffert, bei 20°C gelagert  und 
nach einem Monat auf der nativen PAGE und nach zwei Monaten mittels Sedimentationslauf 
auf eine Reassoziation hin überprüft. Für eine bessere Vergleichbarkeit sind im Folgenden 
diese Experimente nicht chronologisch dargelegt, sondern die Proben jeweils parallel in 
Dissoziationspuffer und in PBS dargestellt (Abb. 3-53, Abb. 3-54).  
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Abb. 3-53: Überprüfung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE 
mit anschließendem Western-Blot (A) und Kontrolle der umgepufferten Proben auf 7.5%iger nativer 
PAGE (B).  

A) Es wurden je 4 µg der HL-Kontrolle (HL K) und der dissoziierten Hämolymphe (HL diss.) 3:4 mit BPB 
versetzt auf das Gel appliziert. Das Referenzgel wurde mit der Silberfärbung nach Nesterenko gefärbt und die 
übrigen Gele im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Als 
Primärantikörper wurde 1:100000 verdünnter anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet. Der Sekundär-
antikörper (anti-rabbit-IgG-AK) mit gekoppelter alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdünnt.  

Die HL-Kontrolle wies wie gewohnt die hexameren Per a 3-Proteine auf, die ebenfalls von den jeweiligen AK 
erkannt wurden. Auch die mit Dissoziationspuffer D dissoziierte HL zeigte auf der nativen PAGE und im 
Western-Blot das gleiche Dreier-Bandenmuster, wie es bereits vom vorherigen Versuch aus Abb. 3-51 
bekannt war. 

B) Es wurden je 7 µl der in PBS umgepufferten HL (HL_PBS), 4 µl nicht umgepufferte HL diss. und 2 µg 
HL diss._PBS 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Als Referenz wurde unbehandelte native HL 
verwendet (HL nativ). Die Proteindetektion erfolgte zunächst mit der Coomassie-Färbung. Zur Detektion nur 
schwach konzentrierter Proteinbanden wurde das Gel mit der Silberfärbung nach Nesterenko überfärbt.  

Nach dem Umpuffern der Proben in PBS wies die native Hämolymphe (HL_PBS) auch weiterhin die 
typischen hexameren Per a 3-Proteinbanden auf, wohingegen bei dem mit PBS umgepufferten Dissoziat (HL 
diss_PBS) aufgrund der geringen Proteinkonzentration auch bei dem silbergefärbten Gel nur schwache 

A 

B 
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Banden zu erkennen waren. Dennoch konnte eine Reassoziation der Per a 3-Proteine zu Hexameren auf diesen 
Gelen ausgeschlossen werden. Die nicht umgepufferte dissoziierte HL-Probe (HL diss.) wies auch noch nach 
einem Monat Lagerung das bekannte Dissoziatmuster auf. Eine Denaturierung oder Aggregation dieser Probe 
wurde nicht beobachtet. 

 

Wie bereits in dem vorherigen Versuch (Abb. 3-51), waren auch bei diesem Experiment auf 
der nativen PAGE die typischen hexameren Per a 3-Banden in der nativen HL (HL K) zu 
erkennen, die im Western-Blot von den jeweiligen AK erkannt wurden (Abb. 3-53). In dem 
HL-Dissoziat waren die Per a 3-Protein erfolgreich dissoziiert: weder auf der nativen PAGE 
noch im Western-Blot waren die hexameren Per a 3-Banden nachweisbar, stattdessen waren 
die typischen Dissoziatbanden zu erkennen, deren elektrophoretische Beweglichkeiten bereits 
aus dem vorherigen Versuch bekannt waren (Abb. 3-51). Diese Banden wurden auch von den 
beiden anti-Per a 3-AK erkannt, wobei die Färbung mit dem anti-Per a 3.03-AK gegenüber 
mit dem anti-P II-AK nur schwach ausgeprägt war (Abb. 3-53).  

Nach dem Umpuffern der Proben mit PBS zeigte die native HL (HL_PBS) auf der nativen 
PAGE keine Veränderung des Bandenmusters, sodass davon ausgegangen werden konnte, 
dass in PBS die Per a 3-Proteine weder dissoziierten noch aggregierten. Dieses Ergebnis war 
eine wichtige Voraussetzung für die immunologischen Versuche.  

Offensichtlich war mit der Umpufferung des Dissoziats mit PBS ein deutlicher Proteinverlust 
verbunden, sodass selbst auf der silbergefärbten nativen PAGE nur schwach Dissoziatbanden 
angefärbt wurden. Da allerdings auch keine hexameren Per a 3-Banden beobachtet wurden 
konnte eine Reassoziation ausgeschlossen werden (Abb. 3-53). Die nicht umgepufferte 
Dissoziatprobe (HL diss., in Dissoziationspuffer D) zeigte auch nach einmonatigen Lagerung 
keine Veränderung des Bandenmusters, sodass auch nach längerer Lagerungszeit eine 
Denaturierung der Proben ausgeschlossen werden konnte (Abb. 3-53).  

 

Die Überprüfung dieser Proben im Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge 
bestätigte die Ergebnisse der Gelelektrophorese weitestgehend (Abb. 3-54): 

Sowohl in der Hämolymph-Kontrolle (HL K, in Schabenpuffer D) als auch in der mit PBS 
umgepufferten HL (HL_PBS) wurde weiterhin deutlich die Sedimentation der hexameren 
Per a 3-Proteine detektiert (Abb. 3-54). Wie zuvor auf der nativen PAGE, so wurde auch im 
Sedimentationslauf weder eine Dissoziation noch eine Aggregation der Per a 3-Proteine in 
PBS festgestellt. 



3 Ergebnisse: Per a 3 

 

Seite 147 

HL diss.

HL_PBS

Langzeit 
HL diss.

HL diss._PBS

HL K

Abb. 3-54: Überprüfung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben im Sedimentationslauf in der 
analytischen Ultrazentrifuge.  

Die Proben wurden bei 35000 rpm und 20°C zentrifugiert und die Sedimentationsfronten im Absorptionsmodus 
verfolgt. Aufgrund der unterschiedlichen Probenkonzentrationen (HL K = 0.46 mg/ml, HL_PBS= 0.38 mg/ml, 
HL diss. = 0.23 mg/ml, Langzeit HL diss. = 0.23 mg/ml, HL diss._PBS= 0.10 mg/ml) fand die Detektion der 
drei Proben bei unterschiedlichen Wellenlängen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der „enhanced 
van Holde-Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgeführt. Den Graphen 
entsprachen folgende Proben 1) unbehandelte native HL in Schabenpuffer D, 2) native HL umgepuffert in PBS, 
3) dissoziierte HL in Dissoziationspuffer D, 4) dissoziierte HL seit zwei Monaten mit Dissoziationspuffer D, 5) 
dissoziierte HL umgepuffert mit PBS. Mit A wurden jeweils die Sedimentationsfronten der einzelnen Proben 
gekennzeichnet. Mit B wurden die Extrapolationsgraphen der Proben, bereits gegen den jeweiligen Puffer 
korrigiert dargestellt und mit C die zugehörigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Für eine bessere 
Vergleichbarkeit wurden die jeweiligen Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.  

Sowohl in der Hämolymph-Kontrolle (HL K) als auch in der entsprechenden mit PBS umgepufferten HL 
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(HL_PBS) war deutlich die Sedimentation der hexameren Per a 3-Proteine zu sehen. Zusätzlich konnte 
bestätigt werden, dass die Per a 3-Proteine in PBS nicht aggregierten oder zerfallen waren. In der HL in 
Dissoziationspuffer D (HL diss.) waren die hexameren Per a 3-Proteine komplett dissoziiert. Nach zwei 
Monaten Lagerungszeit konnte keine signifikante Änderung der Dissoziatprobe festgestellt werden, 
wohingegen in dem mit PBS umgepufferten Dissoziat keine sedimentierende Gruppen mehr zusammengefasst 
werden konnten. Eine spezifische Reassoziation der Per a 3-Proben konnte allerdings ausgeschlossen werden. 
Insgesamt war eine Auswertung der Sedimentationsfronten dieser Probe aufgrund der gering verfügbaren 
Probenkonzentration nur mit Hindernissen möglich. Die Auswertung der Messung bei 230 nm war nicht 
möglich (Daten nicht gezeigt). Für ein eindeutiges Ergebnis wäre eine Wiederholung der Messung mit höherer 
Probenkonzentration sinnvoll. 

 

Ausgeschlossen werden konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied der Dissoziatproben 
in Abhängigkeit zur Lagerungszeit: die Per a 3-Proteine lagen auch nach zwei Monaten 
Inkubation in Dissoziationspuffer D weiterhin dissoziiert vor und waren nach dieser Zeit 
weder denaturiert noch aggregiert (Abb. 3-54). 

Allerdings war in der Dissoziat-Probe nach der Umpufferung in PBS (HL diss._PBS) ein 
Unterschied zu beobachten: die Sedimentationsfronten konnten nicht mehr in Gruppen 
zusammengefasst werden, sondern es lag eine breite Verteilung an sedimentierenden Spezies 
von 0 bis 20 S (S20,W) vor. Eine spezifische Reassoziation der Per a 3-Proben konnte jedoch 
ausgeschlossen werden. Ingesamt war die Auswertung der zugehörigen Sedimentations-
fronten aufgrund der geringen Probenkonzentration nur mit Hindernissen möglich. Eine 
Auswertung der Messung bei 230 nm war überhaupt nicht möglich (Daten nicht gezeigt). Für 
eine eindeutige Aussage wäre eine Wiederholung der Messung mit höherer Protein-
konzentration nach der Umpufferung in PBS sinnvoll. 

Stabilität gegenüber unterschiedlichen pH-Werten 

Die pH-Stabilität ist bei Allergenen insbesondere in der Sensibilisierungsphase ein wichtiger 
Faktor: die von den dentritischen Zellen (DC) aufgenommenen Allergene werden über den 
lysosomalen Abbauweg durch Cathepsine in Peptidfragmente gespalten. Auf diesem Weg 
verändert sich der pH-Wert in den Lysosomen, sodass verschiedene Cathepsine bei ihrem 
jeweiligen pH-Optimum aktiv werden können. In den DC spielen bei dieser Proteolyse für 
die Antigenpräsentation insbesondere die Cathepsine B, D und S eine wichtige Rolle. 
Basierend auf deren pH-Optima wurde sich für die Stabilitätsuntersuchungen für pH 3.5, pH 
6.0 und pH 6.5 entschiedenen [313, 314]. Die Inkubationstemperatur bei 37°C entsprach 
dabei der der immunologischen Untersuchungen. Da ein Großteil der Charakterisierungs-
versuche dieser Arbeit in Schabenpuffer D durchgeführt wurde, wurde zusätzlich die 
Stabilität der Proben in Schabenpuffer D bei 37°C überprüft. Hierbei musste berücksichtigt 
werden, dass aufgrund der Temperaturabhängigkeit des TRIS-Puffers der pH-Wert bei 37°C 
zu pH 7.3 verschoben war. Als Kontrolle diente wie gewohnt eine Probe in Schabenpuffer D, 
die bei 4°C inkubiert wurde und dadurch einen pH-Wert von 8.2 hatte.  
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Insgesamt wurden für diese Experimente folgende Puffer verwendet: 0.1 M Citratpuffer 
(pH 3.5), 0.1 M Phosphatpuffer (pH 6.0), 0.1 M Phosphatpuffer (pH 6.5) und Schaben-
puffer D (pH 7.8, 20°C). Zur Untersuchung der pH-Stabilität der Per a 3-Proben wurde in 
Anknüpfung an die chaotropen Stabilitätsuntersuchungen sowie den immunologischen 
Experimenten auf die Hämolymphe (HL-2) zurückgegriffen.  

Insgesamt wurde die Stabilität der Proben über sieben Wochen hinweg verfolgt und jeweils 
nach 24 h, einer Woche und nach sieben Wochen auf einer nativen PAGE mit anschließen-
dem Western-Blot (anti-Per a 3.03-AK-Markierung) sowie in Sedimentationsläufen in der 
analytischen Ultrazentrifuge überprüft. In Tabelle 3-5 sind diese Experimente mit den 
jeweiligen Abbildungsverweisen zusammengefasst.  

Methode Inkubationsdauer Abbildung 

24 h Abb. 3-55 

1 Woche Abb. 3-56 Native PAGE mit anschließendem Western-Blot 

7 Wochen Abb. 3-57 

24 h Abb. 3-58 

1 Woche Abb. 3-59 Sedimentationslauf in der AUZ 

7 Wochen Abb. 3-60 

Tabelle 3-5: Übersicht der Stabilitätsuntersuchungen mit Zuordnung zu den jeweiligen Abbildungen.   
 

Zur besseren Nachvollziehbarkeit sind im Folgenden die Ergebnisse dieser Versuchsreihen 
nach Methoden getrennt dargestellt und erläutert. 

 

Western-Blot 

Für die Western-Blot-Experimente wurden die Proben zunächst auf 7.5%igen nativen Gelen 
aufgetrennt, anschließend geblottet und mit anti-Per a 3.03-AK markiert. Dieser Antikörper 
hatte den Vorteil, dass er sowohl Per a 3.03 als auch P II erkannte und somit die Stabilität der 
verschiedenen Isoformen verfolgt werden konnte.  

Die nativ aufgetrennten Proben zeigten alle auf dem Coomassie-gefärbten Gel nach 
24 h Inkubation die Per a 3-typtischen Hexamerbanden, ebenso wie eine deutliche Bande 
oberhalb der Hexamere, die im Folgenden als Bande 1 bezeichnet und mit * gekennzeichnet 
wurde (Abb. 3-55).  
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Abb. 3-55: Überprüfung der pH-Stabilität nach 24 h auf der nativen PAGE mit anschließendem 
Western-Blot.  

Pro Spur wurden 11 µg zuvor 3:4 mit BPB verdünnte Proben aufgetragen und auf 7.5%igen nativen Gelen 
aufgetrennt. Als Referenz wurde der Palinurus-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie 
gefärbt und mit der Silberfärbung nach Nesterenko überfärbt. Die übrigen Proben wurden im Western-Blot-
Verfahren geblottet. Als Primärantikörper wurde 1:100000 verdünnter anti-Per a 3.03-AK und als Sekundär-
antikörper 1: 1000 verdünnter anti-rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase verwendet.  

In der HL-Kontrolle wurde zusätzlich zu den hexameren Per a 3-Proteinen vom anti-Per a 3.03-AK eine 
Proteinbande erkannt, die auch auf der silbergefärbten nativen PAGE angefärbt wurde. Diese mit Pfeil 
gekennzeichnete Bande wurde nach längerer Inkubationszeit nicht mehr beobachtet und konnte auch nicht 
eindeutig zugewiesen werden. Deutlichen Einfluss hatten die unterschiedlichen pH-Werte auf die mit * 
gekennzeichnete Bande, die vom anti-Per a 3.03-AK nicht erkannt wurde. Eine beginnende Dissoziation der 
Per a 3-Proteine wurde nach 24 h lediglich bei pH 3.5 beobachtet, wie die deutliche AK-Erkennung von 
zusätzlichen Banden zeigte. Bei den übrigen pH-Werten waren beide Per a 3 Banden weiterhin in ihrer 
typischen hexameren Oligomerisierung vorhanden. 
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Diese Bande 1 war u.a. bereits bei der Analyse der Kreuzreaktionen auf nativen Gelen 
aufgefallen und wurde auch dort in Abb. 3-42 mit * gekennzeichnet. Im Unterschied zu den 
übrigen pH-Werten war Bande 1 im sauren pH-Bereich bei pH 3.5 nicht mehr deutlich 
ausgeprägt. Stattdessen war ein breiter Schlier zu beobachten, der nicht weit in die Matrix 
eingewandert war (Abb. 3-55). Die schmale Spurenbreite bei pH 3.5 deutete darauf hin, dass 
es insgesamt bei pH 3.5 offensichtlich durch die hohe Protonenkonzentration zu 
Laufanomalien auf der nativen PAGE kam. 

Die Antikörperdetektion im Western-Blot bestätigte in sämtlichen Proben die Hexamer-
banden der Per a 3-Isoformen (Abb. 3-55). Sie zeigte jedoch auch, dass in der Kontrolle eine 
zusätzliche Proteinbande (mit Pfeil gekennzeichnet) zwischen dem Hexamer und den Unter-
einheiten des Referenzhämocyanins (Palinurus-Marker) vom anti-Per a 3.03-AK erkannt 
wurde. Diese Bande war auch auf der silbergefärbten PAGE zu erkennen (in Abb. 3-55 mit 
Pfeil gekennzeichnet) und wurde nach längerer Inkubationszeit nicht mehr beobachtet; sie 
konnte in diesen Versuchen nicht eindeutig zugeordnet werden (Abb. 3-56, Abb. 3-57).  

Im Unterschied zu den übrigen pH-Werten wurde bei pH 3.5 bereits nach 24 h eine 
beginnende Dissoziation der Per a 3-Proteine beobachtet, wie das Auftreten dreier antikörper-
markierter Banden unterhalb der 6-mere zeigte, dennoch blieben weiterhin die Per a 3-
Hexamerbanden nachweisbar (Abb. 3-55).  

 

Nach einer Woche Inkubation wurde in der pH 3.5-Probe nur noch eine Dissoziatbande 
angefärbt, die beiden fehlenden waren zu diesem Zeitpunkt eventuell bereits denaturiert 
(Abb. 3-56). Interessanter Weise wurde bei pH 3.5 auch nur noch die Per a 3.03-Isoform von 
dem AK erkannt, obwohl auf dem Coomassie-gefärbten Gel deutlich beide Per a 3-Hexamer-
banden zu erkennen waren. Diese Beobachtung wird in der Diskussion ausführlicher 
aufgegriffen (Abschnitt 4.1.3).  
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Abb. 3-56: Überprüfung der pH-Stabilität nach einer Woche auf der nativen PAGE mit anschließen-
dem Western-Blot.  

Auftragung und Durchführung entsprachen dem Experiment nach 24 h.  

Bei pH 3.5 war nach einer Woche Inkubation eine beginnende Denaturierung der Proteine zu beobachten. Im 
Unterschied zur Kontrolle (pH 8.2) und pH 7.3 war bei pH 6.5 und pH 6.0 Bande 1(*) -die vom AK nicht 
erkannt wurde- nicht mehr vorhanden. Statt dessen wurde auf der silbergefärbten PAGE eine neue, mit Pfeil 
gekennzeichnete Bande beobachtet, bei der es sich um Dissoziat der Bande 1 gehandelt haben könnte. Die 
Per a 3-Isoformen lagen auch nach einer Woche Inkubation bei pH 8.2 bis pH 6.0 weiterhin als Hexamere vor. 

 

Ingesamt lagen nach einer Woche Inkubation die Per a 3-Isoformen von pH 8.2 (Kontrolle) 
bis pH 6.0 im Wesentlichen weiterhin in ihrer hexameren Oligomerisierung vor. Bande 1 
(mit * gekennzeichnet) war nach einer Woche Inkubation nur noch in der Kontrolle und bei 
pH 7.3 auf den Coomassie-gefärbten Gelen zu beobachten (Abb. 3-56). Statt dieser wurde auf 
dem silbergefärbten Gel eine neue (mit Pfeil gekennzeichnete) Proteinbande beobachtet, die 
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wie Bande 1 nicht vom anti-Per a 3.03-AK erkannt wurde (Abb. 3-56). Möglicherweise 
handelte es sich dabei um Dissoziat der Bande 1.  

 

Nach einem Inkubationszeitraum von sieben Wochen war in allen Proben eine Veränderung 
des elektrophoretischen Laufverhaltens auf der nativen PAGE zu beobachten (Abb. 3-57).  
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Abb. 3-57: Überprüfung der Langzeit-pH-Stabilität nach sieben Wochen auf der nativen PAGE mit 
anschließendem Western-Blot.  

Auftragung und Durchführung entsprachen den Experimenten nach 24 h und nach 1 Woche. Auf eine Über-
färbung des Coomassie-gefärbten Gels mit der Silberfärbung nach Nesterenko wurde verzichtet.  

In allen Proben waren nach sieben Wochen Inkubation deutliche Veränderungen zu beobachten: in der 
Kontrollprobe wurden zusätzlich zu den Per a 3-Proteinbanden zwei weiter in die Gelmatrix eingewanderte 
Banden vom anti-Per a 3.03-AK erkannt, bei denen es sich wahrscheinlich um Per a 3-Dissoziationsstufen 
handelte. Bei pH 3.5 waren nur äußerst schwach hexamere Per a 3-Banden zu erkennen, die restlichen 
Proteine waren nach sieben Wochen vollständig denaturiert und nicht in die Gelmatrix eingewandert. In den 
übrigen Proben wurde eine Veränderung der elektrophoretischen Beweglichkeit der Per a 3-Isoformen 
beobachtet, was auf eine Veränderung der Quartärstruktur hindeutete. Eine Dissoziation der Per a 3-Isoformen 
wurde bei diesen Proben von pH 8.2 bis pH 6.0 auch nach sieben Wochen Inkubation nicht beobachtet.  

 

In der Kontrolle wurden die Per a 3-Isoformen weiterhin als Hexamere sowohl bei der 
Coomassie-Färbung als auch bei der Antikörpermarkierung nachgewiesen. Zusätzlich 
wurden jedoch zwei weitere Banden unterhalb der Hexamere beobachtet, die auch vom anti-
Per a 3.03-AK erkannt wurden, bei denen es sich eventuell um Dissoziationsstufen der 
Per a 3-Proteine handelte (Abb. 3-57). Die Proben bei pH 7.3, pH 6.5 und pH 6.0 zeigten 
untereinander im Hinblick auf die Per a 3-Proteine ein ähnliches Bandenmuster: an Stelle der 
typischen zwei Per a 3-Hexamerbanden war lediglich eine, jedoch etwas breitere Bande auf 
Höhe der 6-mere zu erkennen, die auch vom anti-Per a 3.03-AK erkannt wurde. Zwei weitere 
Proteinbanden, die zwischen den 6-meren und den Untereinheiten des Referenz-Hämo-
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cyanins auftraten, wurden vom anti-Per a 3.03-AK nicht markiert. Somit handelte es sich 
nicht um Per a 3-Dissoziationsstufen. Bande 1 wurde nach 7 Wochen in keiner Probe mehr 
nachgewiesen (Abb. 3-57). 

Unter diesen Versuchbedingungen schien sich nach sieben Wochen die Quartärstruktur der 
Per a 3-Proteine zu verändern, wobei es sich nicht um eine vollständige Dissoziation bzw. 
Denaturierung handelte. Wohingegen in dem stark sauren pH-Wert von 3.5 nach sieben 
Wochen bis auf eine sehr schwache hexamere Per a 3-Bande alle Proteine denaturiert und 
nicht mehr in die Gelmatrix eingewandert waren (Abb. 3-57).  

 

Analytische Ultrazentrifugation 

Für die Sedimentationsexperimente wurden die identischen Proben und Zeitpunkte wie für 
die dargestellten Western-Blot-Experimente verwendet und ebenfalls auf die Oligomeri-
sierung und somit auf die Stabilität hin untersucht (Abb. 3-58, Abb. 3-59, Abb. 3-60). 
Gelartefakte, wie sie bereits bei den Stabilitätsuntersuchungen gegenüber chaotropen 
Reagenzien beobachtet wurden, sollten mit der analytischen Ultrazentrifuge auszuschließen 
sein. Der Nachteil dieser Methode bestand allerdings darin, dass eine Unterscheidung der 
Per a 3-Isoformen -wie es im Western-Blot möglich war- nicht erfolgen konnte.  

Als Marker für die Stabilitätsuntersuchungen wurde wie bereits zuvor der Sedimentations-
koeffizient der Per a 3-Isoformen von 17-19 S (S20, W) verwendet. Die Auswertung der 
Sedimentationsläufe erfolgte nach der „enhanced van-Holde-Weischet“-Methode. Im Falle 
einer diffizilen Auswertung der Proben wurde darauf geachtet, dass der für die Auswertung 
inkludierte Bereich die Sedimentationsfront der Per a 3-Isoformen erfasste, auch wenn 
dadurch langsamer sedimentierende Proteine nicht mehr in der Auswertung erfasst wurden.  

 

Nach 24 h Inkubation konnte in allen Proben bis auf pH 3.5 der typische Sedimentations-
koeffizient des Per a 3-Isoformengemisches von ca. 18 S (S20,W) zusätzlich zu zahlreichen 
langsamer sedimentierenden Proteinen beobachtet werden (Abb. 3-58). Im Unterschied dazu 
konnte bei pH 3.5 nur ein sehr geringer Anteil als 17-19 S (S20,W)-Gruppe zusammengefasst 
werden, die restlichen Sedimentationskoeffizienten zeigten eine breite Verteilung von 0 bis 
25 S (S20,W) (Abb. 3-58).  
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24 Stunden 

Kontrolle

pH 7.3

pH 6.5

pH 6.0

pH 3.5

Abb. 3-58: Überprüfung der pH-Stabilität der HL-Proben nach 24 h Inkubation im Sedimentationslauf.  

Es wurden jeweils 0.6 mg/ml HL mit dem jeweiligen Referenzpuffer bei 35000 rpm bei 20°C im 
Absorptionsverfahren bei 280 nm gemessen. Die Auswertung der Sedimentationsfronten erfolgte nach der 
„enhanced van-Holde-Weischet“-Methode. Den Graphen entsprachen folgende Proben: 1) HL-Kontrolle, 
2) HL pH 7.3, 3) HL pH 6.5, 4) HL pH 6.0, 5) HL pH 3.5. Mit A wurden jeweils die aufgezeichneten Sedimen-
tationsfronten der jeweiligen Proben gekennzeichnet. Es wurden nur die Spektren abgebildet, die für die 
Auswertung übernommen wurden. Mit B wurden die Extrapolationsgraphen der Proben, bereits gegen den 
jeweiligen Puffer korrigiert dargestellt und mit C die zugehörigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. 
Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die jeweiligen Graphen ähnlich skaliert.  
Bei allen pH-Werten bis auf pH 3.5 wurde nach 24 h der typische Sedimentationskoeffizient der hexameren 
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Per a 3-Isoformen von ca. 18 S (S20,W) beobachtet. Lediglich in der pH 3.5-Probe waren zusätzliche hohe 
Aggregate sowie ein hoher Anteil sehr langsam sedimentierender Proteine zu erkennen.  

 

Nach einer Woche Inkubation konnte die pH 3.5-Probe mit der „enhanced van-Holde-
Weischet“-Methode nicht mehr ausgewertet werden. Die zugehörigen Sedimentationsfronten 
waren sehr stark abgeflacht, was auf sehr kleine Partikel oder auf aufgefaltete Proteine 
hindeutete (Abb. 3-59 5A). Offensichtlich waren die Per a 3-Proteine vollständig dissoziiert 
oder denaturiert. Bei den übrigen pH-Werten konnten keine signifikanten Veränderungen der 
18 S-Fraktion festgestellt werden, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die 
Per a 3-Proteine nach einer Woche Inkubation weiterhin in ihrer hexameren Oligo-
merisierung vorlagen (Abb. 3-59).  

 

Nach sieben Wochen Inkubation waren bei pH 3.5 die Proteine vollständig denaturiert und 
keine Sedimentationsfronten mehr zu unterscheiden (Abb. 3-60 5A). Auch bei pH 7.3 war 
interessanter Weise eine Auffaltung und/oder ein Abbau der Per a 3-Proteine zu beobachten, 
wohingegen bei den übrigen pH-Werten jeweils immer noch deutlich die 18 S-Fraktion 
beobachtet werden konnte (Abb. 3-60). Lediglich beim Vergleich der Sedimentationsfronten 
mit denen der einwöchigen Inkubation fiel auf, dass die langsamer als Per a 3-sedimen-
tierenden Proben nach sieben Wochen Inkubation offenbar noch langsamer sedimentierten 
als nach einer Woche Inkubation (Abb. 3-59, Abb. 3-60).  



3 Ergebnisse: Per a 3 

 

Seite 157 

1 Woche 

Kontrolle

pH 7.3

pH 6.5

pH 6.0

pH 3.5

Abb. 3-59: Überprüfung der pH-Stabilität der HL-Proben nach einer Woche Inkubation im Sedimentations-
lauf.  

Der experimentelle Aufbau, Proben und Messverfahren entsprachen der 24 h Messung.  

Bei pH 3.5 konnten die Sedimentationsfronten nicht mehr ausgewertet werden. Offensichtlich waren bei diesem pH-
Wert nach einer Woche Inkubation nur noch sehr langsam sedimentierende Proteine vorhanden und die Per a 3-
Proteine dissoziiert oder denaturiert. Bei den übrigen pH-Werten lagen die Per a 3-Proteine auch noch nach einer 
Woche stabil in ihrer hexameren Oligomerisierung vor.  
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7 Wochen 

Kontrolle

pH 7.3

pH 6.5

pH 6.0

pH 3.5

Abb. 3-60: Überprüfung der pH-Stabilität der HL-Proben nach sieben Wochen Inkubation im Sedimen-
tationslauf.  

Der experimentelle Aufbau, Proben und Messverfahren entsprachen der 24 h Messung.  

Nach sieben Wochen Inkubation waren bei pH 3.5 sämtliche Proteine denaturiert und eine Auswertung mit der 
„enhanced van-Holde-Weischet“-Methode nicht mehr möglich. In der Kontrolle sowie bei pH 6.5 und pH 6.0 
waren hexamere Per a 3 Proteine auch weiterhin vertreten. Bei pH 7.3 war eine breite S-Wert-Verteilung zu 
beobachten und es konnten keine sedimentierenden Gruppen mehr unterschieden werden. Offensichtlich kam es 
in dieser Probe zu einem partiellen Zerfall, jedoch nicht zur Aggregation, der Per a 3-Proteine. 
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Der Vergleich der Western-Blot Experimente mit den erhaltenden Sedimentations-
koeffizienten-Verteilungen lieferte für die Kontrolle, pH 6.5 und pH 6.0 gute Überein-
stimmungen. Offensichtlich wieder als Gelartefakt einzustufen war die nach einer Woche bei 
pH 3.5 auf dem Western-Blot zu beobachtende Hexamerbande, die im Sedimentationslauf 
nicht bestätigt wurde (Abb. 3-56, Abb. 3-59). Auch die Hexamere bei pH 7.3 nach sieben 
Wochen Inkubation waren im Sedimentationslauf nicht so eindeutig ausgeprägt wie als 
Bande auf der nativen PAGE (Abb. 3-57, Abb. 3-60). Insgesamt wurde bei keinem pH-Wert 
und zu keinem Zeitpunkt eine Aggregation der Per a 3-Proteine beobachtet. In diesem Ex-
periment waren die Per a 3-Proteine insgesamt am stabilsten in der Kontrollgruppe (pH 8.2). 

Unabhängig vom pH-Wert wurde bei Per a 3 beobachtet, dass nach sieben Wochen bei 37°C 
auf dem Western-Blot eine Veränderung der Quartärstruktur, allerdings noch keine Disso-
ziation auftrat. Diese geringe Veränderung wurde im Sedimentationslauf nicht aufgelöst. 
Dennoch wäre zu empfehlen die Proteine bei einer längeren Lagerungszeit auch weiterhin in 
Schabenpuffer D einzufrieren.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Per a 3-Proteine eine hohe pH-
Stabilität aufwiesen. Sie blieben von pH 8.2 bis pH 6.0 im Wesentlichen in ihrer hexameren 
Oligomerisierung über einen langen Zeitraum sogar bei 37°C erhalten, sodass nicht davon 
ausgegangen werden kann, dass die Allergene zu Beginn des lysosomalen Weges aufgrund 
des pH-Wertes automatisch in ihre Untereinheiten zerfallen und darüber die Proteolyse 
eingeleitet werden kann.  

Fazit der Stabilitätsuntersuchungen 

Gegenüber Harnstoff und alkalischem pH-Wert wiesen die Per a 3-Isoformen eine ausge-
sprochen hohe Stabilität auf: auch nach zwei Monaten Inkubation konnte keine vollständige 
Denaturierung beobachtet werden. In einem pH-Bereich von pH 6.0 bis 8.2 lagen die Per a 3-
Isformen auch bei 37°C über einen langen Zeitraum weiterhin als Hexamere vor. Allerdings 
deutlich weniger stabil waren die Per a 3-Isoformen gegenüber dem stark sauren pH-Wert 
von 3.5, bei dem die Allergene innerhalb einer Woche denaturierten. 

 

3.3.2.8 Immunologische Charakterisierung  
Im Zuge meiner Arbeit wurde eine bisher in der Literatur nicht beschriebene Per a 3-Isoform 
isoliert und als Per a 3.03 bezeichnet. Dessen Immunogenität wurde in Zusammenarbeit mit 
der AG Saloga (Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universität Mainz) von 
Barbara Häringer im Rahmen ihrer Diplomarbeit bestimmt.  

Zur Charakterisierung der Immunogenität wurden ausgereifte dendritische Zellen (DC), die 
während der Ausreifungsphase mit unterschiedlichen Per a 3.03-Konzentrationen gepulst 
worden waren, zusammen mit CD4+-T-Zellen cokultiviert. Nach fünf Tagen wurde über den 
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3[H]-Thymidineinbau die Proliferation der Zellen gemessen (Abb. 3-61). Als Positivkontrolle 
dienten Tetanustoxoid (TT)-gepulste DC und als Negativkontrolle unbehandelte DC.  
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Abb. 3-61: Proliferationsinduktion durch Per a 3.03.  

Die dendritischen Zellen (DC) wurden wie im Abschnit 2.13.1 beschrieben kultiviert und ausgereift. Am Tag 
sechs wurden zusammen mit dem Aufreifungscocktail unterschiedliche Per a 3.03 Konzentrationen 
zugegeben. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte reife DC und als Positivkontrolle Tetanustoxoid (TT) 
(1µg/ml)-beladene DC. Es wurden pro Ansatz 104 DC mit 105 autologen CD4+-T-Zellen cokultiviert und nach 
fünf Tagen die Proliferation über den 3[H]-Thymidineinbau bestimmt. Als Proliferationsindex (Probe im 
Verhältnis zur Negativkontrolle) wurde der Mittelwert aus vier Versuchen unter Berücksichtigung der 
Standardabweichung dargestellt.  

Mit steigender Per a 3.03-Konzentration wurde eine zunehmende Proliferation beobachtet.  

 

Hierbei konnte beobachtet werden, dass von reifen DC präsentiertes Per a 3.03 in der Lage 
war T-Zellen zu aktivieren und somit deren Proliferation zu induzieren (Abb. 3-61). Diese 
Proliferation konnte als spezifisch angesehen werden, da diese mit zunehmender Per a 3.03-
Konzentration anstieg (Abb. 3-61). Insgesamt wies Per a 3.03 bei den eingesetzten Konzen-
trationen eine deutliche Immunogenität auf. 

Für die Beurteilung der Allergenität von Per a 3.03 müsste z.B. in einem Basophilen-
Aktivierungstest die Leukotrienausschüttung gemessen werden. Dies war aufgrund der 
limitierten Per a 3.03-Menge in dieser Arbeit leider nicht mehr möglich. 

3.3.2.9 Epitope in den Primär- und Quartärstrukturen der Per a 3-Isoformen 
Die besondere Fähigkeit eines Allergens besteht darin im Körper eine IgE-Antwort zu 
induzieren, wozu mindestens zwei IgE-Antikörper (oder auch B-Zell-Rezeptoren) an 
bestimmte Aminosäuresequenzabschnitte des Allergens binden müssen [33]. Bei diesen 
Abschnitten handelt es sich um sequenzielle (lineare) und/oder konformationelle 
(diskontinuierliche) Epitope [34]. Trotz Kenntnisse zahlreicher Epitopsequenzen sind bis 
jetzt keine allgemeingültigen Sequenzabschnitte bekannt, die ein Protein zum Allergen 
werden lassen [34, http://fermi.utmb.edu/SDAP/index.html].  



3 Ergebnisse: Per a 3 

 

Seite 161 

Bei Per a 3.01 wurden inzwischen vier sequenzielle allergene Epitope (B-Zell-Epitope) von 
Wu et al. (2003) identifiziert, die bei einem Datenbankabgleich interessanter Weise keine 
Übereinstimmung mit einer anderen als allergen klassifizierten Proteinsequenz aufwiesen 
[http://fermi.utmb.edu/SDAP/index.html, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cg, 140, 
148]. Diese bekannten linearen allergenen Epitope von Per a 3.01 werden in den 
nachfolgenden Abschnitten theoretisch, potentiell antigenen Epitopen gegenübergestellt. 
Diese wurden über einen Algorithmus in der Primärstruktur von Per a 3.01 und Per a 3.0201 
postuliert und in der Quartärstruktur dieser Allergene lokalisiert.  

Korrektur der Per a 3.01-Sequenz 

Von Per a 3.01 wurde von Wu et al. (1996) die Sequenz mit der Kennung „AAB09629“ 
veröffentlicht, die jedoch auf Nukleotidebene fehlerhaft war und somit zu einer Translations-
verschiebung führte, die von Prof. Dr. Thorsten Burmester (Zoologisches Institut und 
Museum Grindel, Abteilung Tierphysiologie, Universität Hamburg) festgestellt und manuell 
korrigiert wurde [persönliche Mitteilung]. Der Vergleich der beiden resultierenden 
Aminosäuren-Sequenzen wurden im Sequenzalignment in Abb. 3-62 dargestellt. Da die 
Verschiebung auf einen 30 Aminosäure-umfassenden Bereich in den Positionen 60 bis 90 
begrenzt war, und die restlichen Positionen identisch waren, sind nur die ersten 120 AS 
dargestellt, das komplette Alignment findet sich im Anhang (Abb. 8-6). 

 

Abb. 3-62: Ausschnitt des Sequenzalignments der veröffentlichten und der korrigierten Per a 3.01-
Sequenz.  

Die Korrektur wurde von Prof. Dr. Thorsten Burmester vorgenommen und bezog sich auf die Aminosäuren 
der Positionen 60 bis 90. Da die übrigen Abschnitte zwischen den beiden Sequenzen identisch waren, sind 
lediglich die ersten 120 AS des Alignments dargestellt. Der Grund für die Korrektur war ein Fehler auf 
Nukleotidebende, die zu einer Translationsverschiebung führte. Für das Alignment wurden folgende 
Sequenzen verwendet: Per_a_3_01= AAB 09629, k_Pera3_01= korrigierte Sequenz von Prof. Dr. Thorsten 
Burmester, persönliche Mitteilung. 
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Alle weiteren Alignments und Analysen basierten stets auf der korrigierten Per a 3.01 
Sequenz, die in den jeweiligen Experimenten als Per a 3.01 bezeichnet wurde und lediglich in 
der Bildunterschrift ergänzend als korrigiert gekennzeichnet wurde. Diese Korrektur hatte 
keinen Einfluss auf die sequenziell bekannten allergenen Per a 3.01-Epitope, die im 
nachfolgenden Alignment gelb hinterlegt dargestellt wurden (Abb. 3-63). 
 

Theoretische potentiell antigene Epitope in der Per a 3-Primärstruktur 

Für die Vorhersage theoretischer potentiell antigener Epitope stehen verschiedene 
Algorithmen zur Verfügung, von denen zwei für die Per a 3-Proteinen verwendet wurden. 
Die Analyse nach Jameson und Wolf beruhte auf der Hydrophobizität und der Flexibilität des 
Peptidrückgrats [315]. Diese linearen potentiell antigenen Epitope wurde von Wu et al. 
(1996) für die Per a 3-Isoformen in der Primärstruktur bestimmt und in meiner Diplomarbeit 
in der Quartärstruktur lokalisiert und ausführlich diskutiert [138, 148]. Der Vollständig-
keithalber wurden diese Epitope ebenfalls im nachfolgenden Alignment in rot hinterlegt 
dargestellt (Abb. 3-63) und wurden zusätzlich mit dem Ergebnis des zweiten Algorithmus 
nach Parker et al. verglichen.  

Die Analyse nach Parker et al. war in dem Programmpaket „Antheprot2000“ implementiert 
[280]. Diese ermittelte unter Berücksichtigung der atomaren Flexibilität, Hydrophilie sowie 
der experimentellen HPLC Retentionszeit synthetischer Peptide potentielle sequenzielle 
antigene Epitope. Diese Epitope wurden sowohl für die korrigierte Per a 3.01-Sequenz 
(inklusive Signalpeptid) als auch für Per a 3.0201 ermittelt und in grün im Alignment dieser 
beiden Sequenzen zusammen mit dem Hämocyanin von Panulirus interruptus dargestellt 
(Abb. 3-63).  

In diesem Alignment waren die Per a 3-Isoformen zueinander 65% identisch und besaßen 
77% isofunktionelle Aminosäuren. Zu dem Hämocyanin von Panulirus interruptus wies 
Per a 3.01 eine 27%ige Identität und eine 49%ige Ähnlichkeit auf. Per a 3.0201 war zu dem 
Hämocyanin zu 30% identisch und zu 51% homolog. 
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Abb. 3-63: Sequenzalignment der Per a 3-Isoformen mit dem Hämocyanin von Panulirus interruptus. 
Die Proteine wurden mit ClustalX 1.83 alignt und mit Hilfe von GeneDoc 2.6 ausgewertet. In gelb wurden die 
von Wu et al. bestimmten allergenen Epitope, in rot die potentiell antigenen Epitope nach Jameson und Wolf 
und in grün die potentiell antigenen Epitope nach Parker et al. dargestellt [138, 140]. Für das Alignment wurden 
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folgende Sequenzen verwendet: Per_a_3.1= korrigierte Per a 3.01 Sequenz, Per_a_3.02= Per a 3.0201=AAB 
09632, Hc_Pan_int=1HCY. 
 

Eine Übersicht über die von GeneDoc ermittelten AS-Identitäten und -Ähnlichkeiten sind in 
Tabelle 3-6 aufgeführt.  

 Per a 3.01 Per a 3.0201 Hc Pan int 

Per a 3.01 
685 
0 
0 

65% 
77% 
8% 

27% 
49% 
6% 

Per a 3.0201  
452 
535 
58 

631 
0 
0 

30% 
51% 
7% 

Hc Pan int 
192 
344 
44 

206 
344 
48 

657 
0 
0 

Tabelle 3-6: Aminosäure-Sequenzidentitäten und Ähnlichkeiten aus dem Alignment (Abb. 3-63).  

Die Auftragung entsprach der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile stellte den Anteil der identischen 
Aminosäuren dar, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosäuren und die dritte Zeile jeweils den 
Anteil der Lücken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern wurden die Angaben in Form der 
Aminosäureanzahl und bei den weiß hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.  
 

Nach Parker et al. wurden bei Per a 3.01 acht und bei Per a 3.0201 neun Sequenzabschnitte 
als potentiell antigen eingestuft, die im Alignment grün hinterlegt wurden („Parker-Epitope“) 
(Abb. 3-63). Der Vergleich dieser Epitope mit den allergenen Epitopen (gelb) zeigte keine 
hohe Übereinstimmung (Abb. 3-63). Eine ähnlich schlechte Übereinstimmung mit den 
allergenen Epitopen lieferte der Algorithmus nach Jameson und Wolf (rot, „Jameson und 
Wolf-Epitope“). Auch der Vergleich der Ergebnisse der beiden Algorithmen untereinander 
ergab, dass durch diese bei den Per a 3-Isoformen zum Großteil unterschiedliche Sequenz-
abschnitte als potentiell antigen eingestuft wurden (Abb. 3-63).  

Trotz der schlechten Übereinstimmung der allergenen Epitope (gelb) mit den potentiell 
antigenen Epitopen (rot bzw. grün) war von Interesse, ob diese vorhergesagten potentiellen 
Epitope auch im nativen Zustand der Per a 3-Allergene tatsächlich für Antikörper zugänglich 
wären. Da von Hexamerinen bisher keine Röntgenstruktur bekannt war, wurden die Quartär-
strukturen der Per a 3-Isoformen über Homologie-Modellierung bestimmt und in denen die 
Lage der potentiellen Epitope analysiert (Abb. 3-64, Abb. 3-65). 

Für Per a 3.01 konnte dabei auf das von Diplom-Biologe Thorsten Schweikardt (Institut für 
Molekulare Biophysik, Johannes Gutenberg-Universität Mainz) erstellte Homologie-Modell 
zurückgegriffen werden, welches bereits in meiner Diplomarbeit vorgestellt wurde [148]. Das 
Homologie-Modell von Per a 3.0201 -ebenfalls von Thorsten Schweikardt erstellt- wird 
nachfolgend kurz erläutert. 
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Potentiell antigene Epitope in der Quartärstruktur von Per a 3.01 

Das Homologie-Modell von Per a 3.01 basierte auf dem Sequenzalignment von Per a 3.01 
(korrigiert) mit der Untereinheit a des Hämocyanins von Panulirus interruptus. Als Template 
diente die Kristallstruktur der Untereinheit a des Hämocyanins von Panulirus interruptus 
(1HCY), die auch bereits für das vorherige Sequenzalignment verwendet wurde (Abb. 3-63) 
[226]. Das Modell basierte auf der Annahme, dass sich Per a 3.01 aus sechs homologen 
Untereinheiten zusammensetzte. Die Orientierung der sechs Untereinheiten basierte auf der 
Kristallstruktur des Hämocyanins aus Limulus polyphemus [285]. 

Aufsicht Seitenansicht

 

Abb. 3-64: Homologie-Modell von Per a 3.01 mit eingefärbten potantiell antigenen Epitopen nach 
Jameson und Wolf (rot) und Parker et al. (grün).  

Per a 3.01 wurde jeweils in der Aufsicht und um 90° um die x-Achse gedreht in der Seitenansicht dargestellt. 
Das Modell basierte auf der korrigierten Per a 3.01-Sequenz, abzüglich 16 Aminosäuren des N-terminalen 
Signalpeptids.  

Fünf von 11 der Jameson und Wolf-Epitope und vier von acht der Parker-Epitope waren an der Oberfläche des 
Allergens lokalisiert.  

 

Per a 3.01 
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In diesem Modell wurden für eine bessere Übersichtlichkeit die Untereinheiten in ver-
schiedene Graustufen eingefärbt. Die nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell 
antigenen Epitope wurden entsprechend dem Alignment aus Abb. 3-63 in rot und die 
potentiell antigenen Epitope nach Parker et al. in grün eingefärbt. Zusätzlich zur Aufsicht 
wurde das Per a 3.01-Modell in der Seitenansicht dargestellt (Abb. 3-64). 

Die potentiell antigenen Epitope beider Algorithmen waren über das ganze Molekül verteilt. 
Fünf der 11 nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell antigenen Epitope waren auch 
im Hexamer an der Proteinoberfläche exponiert. Ähnlich lagen die Verhältnisse für Parker et 
al., bei dem vier der acht bestimmten potentiellen antigenen Epitope an der Oberfläche zu 
liegen kamen (Abb. 3-64). 

Potentiell antigene Epitope in der Quartärstruktur von Per a 3.0201 

Das Homologie-Modell von Per a 3.0201 basierte auf einem Sequenzalignment von 
Per a 3.0201 mit der Untereinheit a des Hämocyanins von Panulirus interruptus. Als 
Template diente die Kristallstruktur der Untereinheit a des Hämocyanins von Panulirus 
interruptus (1hcy), die auch bereits für die Modellierung von Per a 3.01 verwendet wurde 
[226]. Das Modell basierte auf der Annahme, dass sich Per a 3.0201 aus sechs homologen 
Untereinheiten zusammensetzt. Die Orientierung der sechs Untereinheiten basierte auf der 
Kristallstruktur des Hämocyanins aus Limulus polyphemus [285]. 

Auch bei diesem Modell wurden für eine bessere Übersichtlichkeit die Untereinheiten in ver-
schiedene Graustufen eingefärbt. Die nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell 
antigenen Epitope wurden erneut in rot und die potentiell antigenen Epitope nach Parker 
erneut in grün eingefärbt. Zusätzlich zur Aufsicht wurde das Per a 3.0201-Modell um 90° 
gedreht in der Seitenansicht dargestellt (Abb. 3-65).  

Die potentiell antigenen Epitope beider Algorithmen waren wie bei Per a 3.01 über das ganze 
Molekül verteilt. Acht der 12 nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell antigenen 
Epitope waren auch im Hexamer an der Proteinoberfläche exponiert, wohingegen nach 
Parker et al. vier der neun bestimmten potentiellen antigenen Epitope an der Oberfläche zu 
liegen kamen (Abb. 3-65).  

Offensichtlich eignete sich bei Per a 3.0201 der Algorithmus von Jameson und Wolf und bei 
Per a 3.01 der Algorithmus nach Parker et al. besser für die Beschreibung von oberflächen-
exponierten Sequenzabschnitten. 
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Aufsicht Seitenansicht

 

Abb. 3-65: Homologie-Modell von Per a 3.0201 mit eingefärbten potantiell antigenen Epitopen nach 
Jameson und Wolf (rot) und Parker et al. (grün).  

Per a 3.0201 wurde jeweils in der Aufsicht und um 90° um die x-Achse gedreht in der Seitenansicht 
dargestellt.  

Acht von 12 der Jameson und Wolf-Epitope waren an der Oberfläche von Per a 3.0201 lokalisiert. Von den 
Parker-Epitopen befanden sich vier von neun Sequenzabschnitten an der Oberfläche des Allergens. 

 

Vergleich der allergenen Epitope in den Quartärstrukturen der Per a 3-Isoformen 

Die allergenen Epitope wurden von Wu et al. an Per a 3.01 bestimmt und bei dieser Isoform 
im Sequenzalignment gelb hinterlegt dargestellt (Abb. 3-63). Die Lokalisierung dieser 
Epitope bei dem Per a 3.01-Homologie-Modell wurde bereits in meiner Diplomarbeit 
ausführlicher analysiert. Daraus ging hervor, dass das erste Epitop („TVLRDPVFYQ“) im 
Proteininnern lokalisiert und die Übrigen im Wesentlichen an der Oberfläche exponiert 
waren [148].  

Per a 3.0201 
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Unter Austausch isofunktioneller Aminosäuren waren die für Per a 3.01-bestimmten 
allergenen Epitope bis auf das Epitop „NNVDQI“ auch in der Per a 3.0201-Sequenz zu 
finden (Abb. 3-63). Übertragen auf das Homologie-Modell von Per a 3.0201 ergab sich dabei 
die in Abb. 3-66 dargestellte Lokalisation. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurde das 
Per a 3.01-Modell zusammen mit dem Per a 3.0201-Modell erneut dargestellt (Abb. 3-66). 

Aufsicht Seitenansicht

Per a 3.01

Per a 3.0201

 

Abb. 3-66: Vergleich der Homologie-Modelle von Per a 3.01 und Per a 3.0201 mit eingefärbten 
allergenen Epitopen.  

Beide Allergene wurden jeweils in der Aufsicht und um 90° um die x-Achse gedreht in der Seitenansicht 
dargestellt. Die allergenen Epitope wurden von Wu et al. an Per a 3.01 bestimmt [140]. Unter 
Berücksichtigung der isofunktionellen Aminosäuren konnten die Epitope bis auf „NNVDQI“ (mit Pfeil 
gekennzeichnet) auf das Per a 3.0201-Modell übertragen werden. Die Epitope waren bei beiden Isoformen 
auch in der Quartärstruktur sehr ähnlich lokalisiert. Das erste Epitop befand sich im Proteininnern und der 
sich eigentlich aus zwei Epitopen zusammensetzende Sequenzabschnitt „VDKGHNYCGYPENLLIPKG 
KKGGQAY“ war teilweise an der Oberfläche exponiert. 

 

Die Pfeile kennzeichneten bei Per a 3.01 das „NNVDQI“-Epitop, welches in Per a 3.0201 
nicht vorhanden war. Ebenso wie in Per a 3.01, so war auch bei Per a 3.0201 das erste Epitop 
(„TVLRDPVFYQ“) im Proteininnern lokalisiert und der eigentlich sich aus zwei Epitopen 



3 Ergebnisse: Per a 3 

 

Seite 169 

zusammensetzende Sequenzabschnitt „VDKGHNYCGYPENLLIPKGKKGGQAY“ war 
unter Berücksichtigung der isofunktionellen Aminosäuren in Per a 3.0201 ähnlich lokalisiert 
wie in Per a 3.01 (Abb. 3-66): das Epitop durchzog die Untereinheit und war dabei teilweise 
an der Oberfläche exponiert.  

Aufgrund der hohen 65%igen Identität und einer 77%igen Ähnlichkeit der Per a 3-Isoformen 
entsprach die Ähnlichkeit der Modelle sowie die ähnliche Lokalisation der Epitope durchaus 
den Erwartungen. 

Fazit der Epitopvorhersage 

In der Literatur wird die Vorhersagerichtigkeit solcher Algorithmen für potentiell antigene 
Epitope mit 50-60% angegeben [316]. Für Per a 3.01 lag in Bezug auf die allergenen Epitope 
die Richtigkeit jedoch deutlich niedriger. Somit kann eine solche Vorhersage keinesfalls als 
Ersatz für die experimentelle Epitop-Bestimmung dienen [140]. Auch war die Einstufung 
eines Sequenzabschnitts zu einem potentiell antigenen Epitop mit diesen Algorithmen nicht 
automatisch mit der Lokalisation auf der Oberfläche des nativen Proteins korreliert. 

Ingesamt wäre neben der experimentellen Bestimmung der linearen allergenen Epitope von 
Per a 3.0201 auch insbesondere die Bestimmung von allergenen Konformationsepitopen der 
Per a 3-Isoformen von großem Interesse. Denn konformationelle Epitope spielen 
nachweislich bei den meisten respiratorischen Allergenen eine wichtige Rolle bei der IgE-
Bindung [136, 304]. Deren exakte Bestimmung ist jedoch experimentell äußerst aufwändig, 
da zum einen die Struktur des Allergens genau bekannt sein muss und zum anderen 
zusätzlich für die Röntgenstrukturanalyse monoklonale IgE-AK isoliert bzw. generiert 
werden müssen [34, 44]. Um zu untersuchen, ob bei den Per a 3-Allergenen 
Konformationsepitope überhaupt eine Rolle spielen, wäre es sinnvoll in zukünftigen 
Experimenten die Allergenität von nativen gereinigten Per a 3-Isoformen mit denaturierten 
gereinigten Per a 3-Isoformen z.B. im Basophilen-Aktivierungstest vorab zu verglichen 
[317]. 

Für eine spezifische Immuntherapie könnten, auf den Kenntnissen der allergenen Epitope 
aufbauend, durch gezielte Mutagenese hyperallergene Per a 3-Proteine generiert werden, 
wodurch die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks deutlich reduziert werden könnte, wie 
dies bereits z.B. für das Hausstauballergen Der p 2 erfolgreich gelang [318]. 
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3.3.2.10 Fazit der Per a 3-Charakterisierung 
Aus der Hämolymphe und dem Crude-Extrakt von Periplaneta americana konnten zwei 
hexamere Per a 3-Isoformen isoliert werden, wobei die Extraktgewinnung keinen unmittel-
baren Einfluss auf die multimeren Proteine hatte. Eine dieser isolierten Isoformen war bisher 
sequenziell noch nicht bekannt und wurde in dieser Arbeit als Per a 3.03 bezeichnet. Deren 
pHi wurde mit 5.8 bestimmt und weder inter- noch intramolekulare Disulfidbrücken sind in 
dieser Isoform ausgebildet. Das immunogene Potential konnte nachgewiesen werden; der 
Nachweis der Allergenität steht weiterhin aus. Die zweite isolierte Per a 3-Isoform setzte sich 
aus einem Gemisch an Per a 3.01 und Per a 3.0201 zusammen und wurde als P II bezeichnet. 
Diese Probe wies isoelektrische Punkte bei pHi 6.4 und 6.5 auf. In beiden Isoformen konnten 
Disulfidbrücken zwischen den Untereinheiten ausgeschlossen werden. Allerdings schienen 
sich diese Isoformen in der Ausbildung intramolekularer Disulfidbrücken zu unterscheiden. 
Die genaue Zusammensetzung der P II-Probe wird in der Diskussion ausführlich 
aufgegriffen.  

Gegenüber Harnstoff und Hydrolyse wiesen die Per a 3-Isoformen eine sehr hohe Stabilität 
auf, sodass eine Dissoziation der Proben auch nur durch alkalischen pH-Wert, der Entfernung 
bivalenter Ionen und dem Zusatz von Harnstoff erreicht werden konnte.  

Da von den Per a 3-Proteinen noch keine Röntgenkristallstruktur existierte, wurde die Lage 
der allergenen und potentiell antigener Epitope in Homologie-Modellen der Per a 3.01 und 
Per a 3.0201 lokalisiert. Dabei bestätigte sich, dass die Algorithmen zur Vorhersage 
theoretischer potentieller antigener Epitope nicht geeignet sind, um allergene Epitope 
vorherzusagen und keinesfalls die experimentelle Epitop-Bestimmung ersetzten können. Die 
hauptsächliche Lokalisation der allergenen Epitope an der Oberfläche der Isoformen bietet 
eine Möglichkeit, dass durch die hexamere Oligomerisierung die Multivalenz der Isoformen 
und daran gekoppelt, die Allergenität der Per a 3-Proteine erhöht wird. 
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3.4 Charakterisierung von Per a 9 – der allergenen Arginin-Kinase 
aus Periplaneta americana 

Die Arginin-Kinase Per a 9 aus Periplaneta americana ist ein sehr potentes Majorallergen, 
welches bereits sequenziell bekannt ist und auch biochemisch teilweise charakterisiert wurde. 
Die Experimente diese Arbeit verstehen sich daher als Ergänzung zu den Charakterisierungs-
arbeiten von Brown et al. [198, 214] bzw. werden später auf deren Grundlagen diskutiert 
werden (Abschnitt 4.2). 

Ausgehend von der Reinigung von Per a 9 aus dem Crude-Extrakt von Periplantea 
americana wurde das Protein massenspektrometrisch identifiziert und die Proteinausbeute 
bestimmt. Die anschließende biochemische Charakterisierung umfasste u.a. die Molekular-
gewichtsbestimmung des nativen und denaturierten Proteins und damit eng verbunden, 
Aussagen zur Tertiär- und Quartärstruktur der Arginin-Kinase. Es wurde überprüft in wieweit 
Per a 9 in der Schabenhämolymphe vorhanden ist und Ähnlichkeiten zu den Per a 3-Major-
allergenen bestehen. Abschließend wurde die Allergenität von Per a 9 anhand der 
Leukotrienausschüttung von Basophilen in einer ersten Fallstudie bestimmt. 

3.4.1 Reinigung Identifizierung und Sequenzanalyse 
Die Reinigung von Per a 9 erfolgte zusammen mit der Gewinnung der Per a 3-Proteine nach 
den Protokollen 2 und 3 aus dem Crude-Extrakt der Amerikanischen Schabe und wurde in 
Abschnitt 3.2 ausführlich dargelegt. Um das isolierte 39 kDa-Protein beider Reinigungs-
prozeduren eindeutig als Per a 9 identifizieren zu können, wurde das Protein massen-
spektrometrisch untersucht. Diese massenspektrometrischen Daten wurden von Dr. Stefan 
Tenzer (AG Schild, Institut für Immunologie, Johannes Gutenberg-Universität Mainz) 
gewonnen und analysiert.  

Druch den tryptischen Verdau wurden zehn Peptidfragmente erhalten und identifziert, die zu 
100% der Sequenz von Per a 9 zuzuordnen waren. Diese sind in der Sequenz der Arginin-
Kinase gelb eingefärbt und lieferten eine 37%ige Sequenzabdeckung (Abb. 3-67). Das 
Ergebnis dieser Analyse wurde in einem Sequenzalignment zusammen mit sechs Arginin-
Kinasen aus unterschiedlichen Invertebraten-Spezies dargestellt (Abb. 3-67).  

Das für diese Massenspektrometrie verwendete Protein wurde nach Protokoll 2 gereinigt; die 
massenspektrometrische Analyse des 39 kDa-Proteins aus Protokoll 3 ermöglichte ebenfalls 
eine eindeutige Zuordnung zu Per a 9 und ist lediglich im Anhang (Abschnitt 8.2.5) auf-
geführt.  
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Abb. 3-67: Alignment von Per a 9 mit weiteren Arginin-Kinasen aus Invertebraten.  

Bei den gelb hinterlegten Sequenzabschnitten handelte es sich um die mittels ESI-Q-TOF bestimmten 
Peptidfragmente. Diese Fragmente lieferten eine 37%ige Sequenzabdeckung von Per a 9. Die Proteine wurden 
mit ClustalX 1.83 alignt und mit Hilfe von GeneDoc 2.6 ausgewertet. Diese Gruppe zeigte eine 74% bis 97% 
AS-Sequenzidentität. Per a 9 wies zur Arginin-Kinase von Blattella germanica eine 97%ige Sequenzidentität 
auf.  

Für das Alignment wurden folgende Sequenzen verwendet: Per_a_9 = AAT77152 Arginin-Kinase aus 
Periplaneta americana, Bla_g = ABC86902, Arginin-Kinase aus Blattella germanica, Plo_i_1 = Q95PM9, 
Arginin-Kinase aus Plodia interpunctella, Der_p_20 = AAP57094, Arginin-Kinase aus Dermatophagoides 
pteronyssinus, Lit_v_2= ABI98020, Arginin-Kinase aus Litopenaeus vannamei, Hom_g= CAA48654, Arginin-
Kinase aus Homarus gammarus. 
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Eine Übersicht über die von GeneDoc ermittelten AS-Identitäten und -Ähnlichkeiten sind in 
Tabelle 3-7 aufgeführt.  

 Per a 9 Bla g Plo i 1 Der p 20 Lit v 2 Hom g 

Per a 9 
356 
0 
0 

97% 
98% 
0% 

87% 
94% 
0% 

74% 
85% 
0% 

82% 
91% 
0% 

82% 
91% 
0% 

Bla g  
346 
350 
0 

356 
0 
0 

86% 
93% 
0% 

74% 
85% 
0% 

82% 
91% 
0% 

81% 
91% 
0% 

Plo i 1 
313 
336 
1 

308 
333 
1 

355 
0 
0 

75% 
86% 
0% 

80% 
91% 
0% 

81% 
91% 
0% 

Der p 20 
266 
306 
2 

266 
306 
2 

268 
309 
1 

356 
0 
0 

78% 
88% 
0% 

75% 
87% 
0% 

Lit v 2 
296 
327 
2 

293 
327 
2 

288 
326 
1 

280 
316 
0 

356 
0 
0 

91% 
96% 
0% 

Hom g 
293 
326 
2 

291 
325 
2 

291 
327 
1 

268 
313 
0 

324 
342 
0 

356 
0 
0 

Tabelle 3-7: Aminosäure-Sequenzidentitäten und Ähnlichkeiten aus dem Arginin-Kinase-Alignment 
(Abb. 3-67).  

Die Auftragung entsprach der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile stellte den Anteil der identischen 
Aminosäuren dar, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosäuren und die dritte Zeile jeweils den 
Anteil der Lücken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern wurden die Angaben in Form der 
Aminosäureanzahl und bei den weiß hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.  

 

Innerhalb des dargestellten Alignments waren zahlreiche Sequenzabschnitte bei den Inverte-
braten Arginin-Kinasen konserviert, sodass diese Gruppe mit 74-97% eine sehr hohe AS-
Sequenzidentität aufwies. Die höchste Übereinstimmung mit 97% Identität und 98% 
Ähnlichkeit zeigten dabei die Arginin-Kinasen der beiden Schabenspezies Periplaneta 
americana und Blattella germanica. Durch diese hohen Sequenzidentitäten muss mit Kreuz-
reaktionen zwischen den Arginin-Kinasen aus Invertebraten gerechnet werden (s. Abschnitt 
4.2.3).  

Die Sequenzanalyse von Per a 9 mit „Antheprot2000“ (Abschnitt 2.14.2) lieferte für das aus 
356 AS-bestehende Protein ein errechnetes Molekulargewicht von 39.74 kDa, einen iso-
elektrischen Punkt von 5.87 und einen spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm von 
0.92 [l/(g*cm)]. Dieser Extinktionskoeffizient wurde als Grundlage für die Bestimmungen 
der Proteinkonzentrationen anhand von Absorptionsmessungen von Per a 9 verwendet. 
Insgesamt stellten die aromatischen Aminosäuren Tyrosin (13), Tryptophan (3) und 
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Phenylalanin (16) lediglich 8.9% der Gesamtaminosäuren (356) dar. Dieser Anteil entspricht 
dem eines durchschnittlichen Proteins [319]. 

3.4.2 Proteinausbeute 
Mit der in Abschnitt 3.2 durchgeführten Reinigung der Schabenextrakte, konnte Per a 9 
sowohl nach Protokoll 2 (Abschnitt 3.2.2) mit einer Ausbeute von 2.5 mg Per a 9 aus 40 ml 
Crude-Extrakt (CE, 39 mg/ml) als auch nach Protokoll 3 (Abschnitt 3.2.3) mit eine Protein-
ausbeute von 6.1 mg Per a 9 aus 18 ml CE isoliert werden . Somit wurde nach Protokoll 2 für 
Per a 9 eine Ausbeute von 0.16% (w/w) und nach Protokoll 3 eine Ausbeute von 0.87% 
(w/w) erreicht. Aufgrund der signifikant höheren Ausbeute ist zukünftig trotz der längeren 
Dauer die Isolierung von Per a 9 aus dem Crude-Extrakt nach Protokoll 3 zu empfehlen.  

3.4.3 Molekulargewichtsbestimmung 
Das Molekulargewicht von denaturiertem Per a 9 wurde mittels SDS-PAGE mit 39 ± 1 kDa 
bestimmt (Abb. 3-68). Dieses deckte sich außerordentlich gut mit dem aus der Sequenz 
errechneten Molekulargewicht von 39.74 kDa.  

Pe
r 

a 
9

M
ar

ke
r

250
150
100

75

50

37

[kDa]

25
 

Abb. 3-68: Molekulargewichtsbestimmung von denaturiertem Per a 9 auf einer 7.5%igen SDS-PAGE.  

Für die softwaregestützte Molekulargewichtsbestimmung wurde Quantity One verwendet. Auf dieser 
denaturierenden PAGE wurden 3.2 µg Per a 9 aufgetragen. Bei der mit einem Pfeil gekennzeichneten 
Proteinhauptbande handelte es sich um Per a 9 mit einem Molekulargewicht von 39 ± 1 kDa. Bei der 
zusätzlichen Proteinbande bei 27 kDa handelte es sich um proteolytisch gespaltenes Per a 9, welches ebenfalls 
massenspektrometrisch identifiziert wurde. Die Proteinbanden bei 35 kDa und 30 kDa könnten ebenfalls auf 
Per a 9-Fragmente oder eventuell auf Fremdproteine zurückzuführen sein. 

 

Bei der zusätzlichen Proteinbande bei 27 kDa handelte es sich um proteolytisch gespaltenes 
Per a 9, welches ebenfalls massenspektrometrisch identifiziert wurde. Die zugehörigen Daten 
sind im Anhang aufgeführt (Abschnitt 8.2.4). Die Proteinbanden bei 35 kDa und 30 kDa 
könnten ebenfalls auf Per a 9-Fragmente oder eventuell auf Fremdproteine zurückzuführen 
sein (Abb. 3-68).  
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Für die Überprüfung der Oligomerisierung der Arginin-Kinase, wurde das native Molekular-
gewicht von Per a 9 im Gleichgewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge bestimmt. 
Hierfür wurden 0.5 mg/ml Per a 9 in Schabenpuffer D bei vier Geschwindigkeiten (20000 
rpm, 25000 rpm, 30000 rpm und 35000 rpm) und 20°C für je 24 h zentrifugiert. Wie im 
Abschnitt 2.8.2 dargelegt, wurden die Konzentrationsverläufe mit dem Global Fit-
Algorithmus analysiert und ausgewertet. In Abb. 3-69 A wurden von einer Probenzelle 
(„channel“) die Messdaten (Punkte) in Überlagerung mit den Fit-Daten (Linien) und in der 
Teilabbildung B die Abweichungen der Berechnungen von den Originaldaten („residuals“) 
dargestellt. Die Standardabweichung (σ) für diesen Fit betrug 9.0377*10-3 und die Varianz 

(σ2) 8.168*10-5.  

 

Abb. 3-69: Bestimmung des nativen Molekulargewichts von Per a 9 im Gleichgewichtslauf in der analy-
tischen Ultrazentrifuge, aufgenommen im Absorptionsmodus. 

Per a 9 wurde in Schabenpuffer D für je 24 h bei 20000 rpm, 25000 rpm, 30000 rpm und 35000 rpm bei 20°C 
einem Gleichgewichtslauf unterzogen. Nach 24 h wurde die Absorptionsverteilung in der Zelle gemessen. Als 
Überprüfung für die Einstellung des Gleichgewichts wurden die Proben zuvor jeweils nach 23 h gemessen 
(Daten in der Abbildung nicht dargestellt). Die gemessenen Daten wurden mit dem Global Fit-Algorithmus 
der „UltraScan“-Software ausgewertet. 

A) Dargestellt wurde die Absorption der Proben bei 280 nm in Abhängigkeit zum relativen Radius (x2-radius2) 
bei (a) 20000 rpm, (b) 25000 rpm, (c) 30000 rpm, (d) 35000 rpm. Die Messdaten wurden als Punkte und der 
Fit als Linie dargestellt.  

Die Originaldaten wurden durch die Simulation sehr gut beschrieben. 

B) Dargestellt als „residuals“ wurde die Abweichung der Simulation von den Messdaten in Abhängigkeit zum 
relativen Radius. Die Standardabweichung (σ) für diesen Fit war 9.0377*10-3 und die Varianz (σ2) betrug 
8.168*10-5.  

Diese Analyse ergab für Per a 9 ein natives Molekulargewicht von 35 kDa.  

 

B 

A 
35 kDa 
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Diese Analyse ergab für Per a 9 ein natives Molekulargewicht von 35 kDa. In Ermangelung 
weiterer nativer Molekulargewichtsbestimmungen bzw. eines Referenzproteins mit be-
kanntem nativem Molekulargewicht, konnte für diese Bestimmung keine Standard-
abweichung angegeben werden. Allerdings ergab der Vergleich der Molekulargewichte von 
nativer und denaturierter Form sowie aus der Sequenz, dass das Molekulargewicht der 
nativen Form offenbar zu gering ermittelt wurde. Diese Abweichung war wahrscheinlich auf 
das Vorhandensein der kleineren Peptidfragmente in der Probe (Abb. 3-68) und der Annahme 
eines Einkomponentensystems beim Global Fit-Algorithmus zurückzuführen. Nichts desto 
Trotz belegten diese Versuche eindeutig, dass es sich bei der isolierten Arginin-Kinase um 
ein monomeres Protein handelte.  

3.4.4 Proteingestalt 
Um die Proteingestalt weiter charakterisieren zu können, wurden die Sedimentations-
eigenschaften in der analytischen Ultrazentrifuge (Abb. 3-70) und die Molekülgröße mittels 
dynamischer Lichtstreuung betrachtet (Abb. 3-71).  

 

Abb. 3-70: Sedimentationslauf von Per a 9 (0.5 mg/ml) in Schabenpuffer D im Absorptionsmodus bei 
235 nm, 42000 rpm und 20°C. 

A) Dargestellt wurden die Rohdaten der einzelnen Sedimentationsmessungen von Per a 9. Die 
Sedimentationsrichtung war von links nach rechts. Mit fortschreitender Sedimentation war zu beobachten, dass 
die Sedimentationsfront aufgrund der stärker werdenden Rückdiffusion abflachte.  

B) Dargestellt wurde die Extrapolation der aus den Rohdaten erhaltenen apparenten Sedimentations-
koeffizienten nach der „enhanced van Holde-Weischet“-Methode. Die Extrapolation ergab einen korrigierten 
Sedimentationskoeffizienten von 3 S (S20,W). 

C) Dargestellt wurde der Verteilungsplot der Sedimentationskoeffizienten von Per a 9. Der Graph ließ neben 
der eindeutigen Homogenität der Probe zusätzlich erkennen, dass für dieses Protein eine 
konzentrationsabhängige Sedimentation sowie eine Aggregation während der Sedimentation ausgeschlossen 
werden konnte.  
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Für die Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten wurden 0.5 mg/ml Per a 9 in Schaben-
puffer D bei 42000 rpm und 20°C in der analytischen Ultrazentrifuge sedimentiert. Die 
Auswertung erfolgte nach der „enhanced van Holde-Weischet“-Methode. Die Messdaten, 
einschließlich Auswertung, sind in Abb. 3-70 dargestellt.  

Insgesamt trat im Laufe der Sedimentation eine immer stärkere Rückdiffusion auf, die sich 
sowohl im Abflachen der Sedimentationsfronten als auch in der Spreizung des „Fächers“ im 
Extrapolationsplot bemerkbar machte (Abb. 3-70 A, B). Dennoch konnte der korrigierte 
Sedimentationskoeffizient (S20,W) eindeutig mit 3 S bestimmt werden und der Verteilungsplot 
ließ zusätzlich den Rückschluss zu, dass eine monodisperse Probe vorlag, die weder 
ausgesprochen konzentrationsabhängig sedimentierte, noch während des Laufs aggregierte 
(Abb. 3-70 C). 

 

Für die Bestimmung der Moleküldimensionen wurde in der dynamischen Lichtstreuung 
(DLS) 0.5 mg/ml Per a 9 in Schabenpuffer D im Messmodus „Size“ vermessen (Abb. 3-71).  

0

5

10

15

20

25

0,1 1 10 100 1000 10000

Größe [Å]

Vo
lu

m
en

 [%
]

 

Abb. 3-71: Größenverteilung von Per a 9 im Abhängigkeit zum Volumen in der dynamischen Licht-
streuung.  

Hierzu wurden 0.5 mg/ml Per a 9 in Schabenpuffer D bei 20°C im Messtyp „Size“ vermessen und für die 
Auswertung die standardmäßige Viskosität von Wasser bei 20°C eingesetzt. Die Streudaten lieferten eine 
Größenverteilung in Abhängigkeit zur Menge von 31.2 Å bis 135 Å, dessen Durchschnittswert bei 55.4 Å lag. 

 

Für die Auswertung wurde die Viskosität von Wasser bei 20°C berücksichtigt. Die 
Größenverteilung in Abhängigkeit zur Menge ergab dabei für Per a 9 eine Größenverteilung 
von 31.2 Å bis 135 Å mit einen durchschnittlichen Größendurchmesser von 55.4 Å (Abb. 
3-71). Die einzelnen Details dieser Messung sind im Anhang aufgeführt (Abschnitt 8.4).  

55.4 Å 
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3.4.5 Disulfidbrücken 
Aus der Sequenzanalyse von Per a 9 ging hervor, dass in dem Protein fünf Cysteine 
vorhanden waren. Um zu überprüfen in wieweit diese Cysteine im Protein tatsächlich 
Disulfidbrücken ausbildeten, wurde reduziertes (+) und nicht-reduziertes (-) Per a 9 auf 
denaturierenden SDS-Gelen im Hinblick auf deren elektrophoretische Beweglichkeit 
analysiert (Abb. 3-72). Für die reduzierte Probe wurde dabei Denaturierungspuffer 
verwendet, wohingegen für die nichtreduzierte Probe der Anteil an β-Mercaptoethanol im 
Denaturierungspuffer durch Wasser ersetzt wurde.  
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Abb. 3-72: Analyse von Disulfidbrücken bei Per a 9 auf einer 7.5%igen SDS-PAGE in nicht-reduzierter 
(-) und reduzierter (+) Form.  

Die Proben wurden mit und ohne β-Mercaptoethanol versetzt und für 10 min bei 95°C denaturiert. Pro Bande 
wurden 50.7 µg Per a 9 auf zwei getrennten Gelen aufgetragen. Die Färbung erfolgte mit der Coomassie-
Färbung. 

A) Per a 9 in Abwesenheit von β-Mercaptoethanol.  

B) Per a 9 in Gegenwart von β-Mercaptoethanol. 

Per a 9 zeigte in Abhängigkeit zum Redoxzustand keinerlei Laufunterschied auf der SDS-PAGE. Somit 
bildeten die fünf Cysteine in Per a 9 erstaunlicher Weise keine intramolekularen Disulfidbrücken aus. 
Zusätzlich war auf beiden Gelen der für Per a 9 typische Lagerungseffekt in Form von mindestens einer 
zusätzlichen Proteinbande bei ca. 31 kDa zu beobachten. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich dabei 
um proteolytisch gespaltenes Per a 9.  

 

Diese Gele zeigten, dass das Laufverhalten von Per a 9 auf der SDS-PAGE unabhängig vom 
Redoxzustand war (Abb. 3-72). Somit bilden die fünf Cysteine in Per a 9 erstaunlicher Weise 
keine intramolekularen Disulfidbrücken aus. Intermolekulare Disulfidbrücken konnten 
aufgrund der monomeren Struktur bereits im Vorfeld ausgeschlossen werden.  

Zudem war auf diesen Gelen deutlich zu erkennen, dass Per a 9 auf beiden SDS-Gelen den 
gleichen Lagerungseffekt zeigte (Abb. 3-72). In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass im 
Verlauf der Per a 9-Lagerung zur 39 kDa-Bande eine immer stärker werdende Proteinbande 
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bei ca. 31 kDa sowie weitere niedermolekulare Banden auftraten. Bei dieser Bande handelte 
es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls um proteolytisch gespaltenes Per a 9, wie 
bereits zuvor für die 27 kDa-Bande gezeigt wurde (Abschnitt 8.2.4). Somit schienen 
Proteasen in der Lösung das Per a 9 sukzessive proteolytisch zu verdauen, wodurch auch die 
deutliche Diskrepanz zwischen aufgetragener Proteinmenge und Bandenstärke zu erklären 
war (Abb. 3-72).  

3.4.6 Absorptionsspektren 
Um zu überprüfen, ob an Per a 9 Cofaktoren gebunden hatten, wurde die Absorption von 
Per a 9 im UV/Vis-Spektrometer untersucht (Abb. 3-73).  
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Abb. 3-73: Absorptionsspektrum von Per a 9 in Schabenpuffer D.  

Das von 250 nm bis 800 nm aufgenommene Per a 9 UV/Vis-Spektrum wurde gegen die Pufferabsorption 
korrigiert. Im rechten Spektrum wurde der Wellenlängenbereich von 350 nm bis 700 nm vergrößert 
dargestellt, um die zusätzlichen Absorptionsmaxima bei 408 nm und 575 nm hervorzuheben. Hierbei musste 
jedoch berücksichtig werden, dass deren Absorption um 97% bzw. 99% geringer ist als die bei 280 nm. Da 
diese Maxima in der Literatur für Per a 9 allerdings nicht beschrieben wurde, wurde davon ausgegangen, dass 
es sich dabei wahrscheinlich um die Absorption von Fremdstoffen handelte.  

 

In diesen Absorptionsspektren wies Per a 9 das für aromatische Aminosäuren typische 
Absorptionsmaximum bei 278 nm auf (Abb. 3-72). Zusätzlich zu diesem ausgeprägten Peak 
wurden zwei, jedoch sehr schwach ausgeprägte Maxima bei 408 nm und 575 nm im 
Absorptionsspektrum beobachtet (Abb. 3-72 rechts). Diese Maxima traten unabhängig vom 
Reinigungsprotokoll mit Per a 9 auf und konnten nicht genauer definiert werden. Da diese 
Maxima in Zusammenhang mit Per a 9 in der Literatur allerdings nicht beschrieben wurden, 
handelte es sich dabei wahrscheinlich eher um eine Verunreinigung mit Fremdstoffen als um 
spezifisch an Per a 9 gebundene Cofaktoren. 
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3.4.7 Vorkommen in der Hämolymphe 
In der Literatur wurde bisher lediglich die Reinigung von Per a 9 aus einem Crude-Extrakt 
beschrieben. Da in einem solchen Extrakt stets eine Vielzahl an Proteinen und Proteasen 
vorhanden sind, wäre eine Gewinnung von Per a 9 aus einem Hämolymphextrakt sinnvoll.  

Um zu überprüfen, ob Per a 9 überhaupt in der Hämolymphe vertreten war, wurden Crude-
Extrakt und Hämolymph-Extrakt im Western-Blot-Verfahren untersucht. Da es im Rahmen 
dieser Arbeit leider nicht mehr möglich war, polyklonale Antikörper gegen Per a 9 zu 
generieren, wurde in diesen Vorexperimenten die immunologische Detektion mittels anti-
Periplaneta americana Hämolymph-Antikörper (anti-P.a. HL-AK) vorgenommen. 

Hierzu wurden die Proben auf einer 7.5%igen SDS-PAGE aufgetrennt, anschließend 
geblottet und über indirekte Antikörpermarkierung detektiert. Als Kontrolle der Protein-
banden wurden diese auf einem identischen Referenzgel aufgetragen und mit der Coomassie-
Färbung angefärbt (Abb. 3-74). 
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Abb. 3-74: 7.5%ige SDS-PAGE mit anschließendem Western-Blot zur Detektion von Per a 9 in der 
Hämolymphe (anti-Periplaneta americana HL-AK).  

Es wurden je 1 µg Per a 9, 16 µg CE und 18 µg HL-2 auf die SDS-PAGE aufgetragen. Als Marker wurde der 
BioRad-Proteinstandard verwendet. Das Referenzgel wurde mit der Coomassie-Färbung gefärbt und die 
übrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Primärantikörper wurde anti- Periplaneta americana 
Hämolymph-Antikörper (anti-P.a. HL-AK) 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-rabbit-IgG-AK mit 
gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 mit Blocklösung verdünnt verwendet.  

Auf dem Referenzgel war eindeutig zu erkennen, dass das gereinigte Per a 9 zum Zeitpunkt der Verwendung 
bereits vollständig proteolytisch abgebaut war. Daher wurde für diese Experimente auf den Crude-Extrakt 
(CE) und die Hämolymphe (HL) zurückgegriffen. Im Bereich von Per a 9 (auf SDS-PAGE eingekreist) 
wurden sowohl im Crude-Extrakt als auch in der Hämolymphe Proteinbanden vom anti-P.a. HL-AK erkannt. 

 

Das Referenzgel zeigte eindeutig, dass die Per a 9 Probe zum Zeitpunkt dieser Experimente 
bereits vollständig proteolytisch verdaut war. Offensichtlich war es über die Reinigungs-
prozeduren nicht gelungen, Proteasen aus dem Crude-Extrakt vollständig abzutrennen. Ein 
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Eintrag an Proteasen wäre auch von Außen möglich gewesen, war jedoch unter Berück-
sichtigung der übrigen intakt isolierten Proben weniger wahrscheinlich. Somit konnten diese 
Untersuchungen über das Vorkommen von Per a 9 in der Hämolymphe lediglich an 
Hämolymph- und Crude-Extrakten stattfinden, indem das Laufverhalten von Per a 9 auf 
SDS-Gelen und nativer PAGE berücksichtigt wurde. 

Für eine eindeutige Zuordnung des Molekulargewichts auf dem Western-Blot von auf SDS-
Gelen getrennten Proben wurden der BioRad-Proteinstandard nach der Ponceau S-Färbung 
manuell markiert und das Molekulargewicht der detektierten Proteinbanden mit Quantity One 
ausgewertet.  

Daraus ergab sich, dass sowohl in der HL als auch im CE eine Proteinbande bei 39 kDa von 
den anti-P.a. HL-Antikörpern erkannt wurde (Abb. 3-74). Da jedoch ungereinigte Extrakte 
verwendet wurden, bei denen zu erwarten war, dass bei einem Molekulargewicht unter-
schiedliche Proteine vorhanden waren, konnte es sich bei dieser Reaktion auch um ein falsch-
positives Ergebnis handeln. Daher wurde das gleiche Experiment mit nativ aufgetrennten 
Proben wiederholt (Abb. 3-75). 

Da auch auf den nativen Gelen -wie bereits bei den SDS-Gelen beobachtet (Abb. 3-74)- die 
Per a 9-Probe zum Zeitpunkt der Verwendung proteolytisch verdaut war, wurde als Referenz 
für das elektrophoretische Laufverhalten von Per a 9 auf der nativen PAGE eine silber-
gefärbte native PAGE direkt nach der Aufreinigung von Per a 9 herangezogen. In Ermange-
lung eines geeigneten Proteinstandards wurde auch für Per a 9 auf den Eurypelma-Marker 
zurückgegriffen. Dieser ermöglichte keinerlei Aussage über die Oligomerisierung oder 
Eigenschaften von Per a 9, ermöglichte aber über den Vergleich der elektrophoretischen 
Beweglichkeit auf den nativen Gelen eine eindeutige Zuordnung von Per a 9 in den Extrakten 
(Abb. 3-75, Kreis).  
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Abb. 3-75: 7.5%ige native-PAGE mit anschließendem Western-Blot zur Detektion von Per a 9 in der 
Hämolymphe (anti-P.a. HL-AK).  

A) Für die native-PAGE wurden wie bei der SDS-PAGE je 1 µg Per a 9, 16 µg CE und 18 µg HL-2 im 
Verhältnis von 2:3 mit BPB auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde Eurypelma-Marker verwendet. Das 
Referenzgel wurde mit der Coomassie-Färbung gefärbt und die übrigen Proben im Western-Blot Verfahren 
geblottet. Als Primärantikörper wurde anti-P.a. HL-Antikörper 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdünnt verwendet. 

Auf dem nativen Referenzgel bestätigte sich der vollständige proteolytische Abbau des gereinigten Per a 9. 
Per a 9 wurde im CE zusätzlich durch den eingekreisten Bereich gekennzeichnet. 

B) Als Referenz für das elektrophoretische Laufverhalten von Per a 9 auf der nativen PAGE wurde eine 
silbergefärbte 7.5%ige native PAGE von Per a 9 direkt nach der Reinigung verwendet. Als Marker wurde auch 
in diesem Fall der Eurypelma-Marker verwendet. Für diese PAGE wurden 6.1 µg Per a 9 im Verhältnis 3:4 
mit BPB aufgetragen und mit der Silberfärbung nach Nesterenko angefärbt.  

Per a 9 wies ein ähnliches elektrophoretisches Laufverhalten wie die Hämocyanin-Untereinheit g von 
Eurypelma californicum auf. Zusätzlich zur Proteinhauptbande war eine weitere distinkte Proteinbande auf 
Höhe der bc-Hämocyanin-Untereinheiten zu finden. Hierbei konnte es sich eventuell um Fremdprotein oder 
um ein Gelartefakt wie z.B. assoziiertes Per a 9 handeln.  

Im Bereich von Per a 9 wurden weder im Crude-Extrakt noch in der Hämolymphe Proteinbanden vom anti-
P.a. HL-AK erkannt. Daraus konnte rückgeschlossen werden, dass es sich bei Per a 9 mit hoher 
Wahrscheinlichkeit nicht um ein Hämolymph-Protein handelte.  

 

Auf dem Coomassie-gefärbten Referenzgel war eindeutig zu erkennen, dass die Per a 9-
Bande lediglich im Crude-Extrakt angefärbt wurde (Abb. 3-75). Und auch der anti-P.a. HL-
AK erkannte keine Bande auf Höhe der Per a 9-Proteine, weder in der HL noch im CE (Abb. 
3-75). Das erfolgreiche Blotten der Per a 9-Bande wurde zuvor durch die Ponceau S-Färbung 
bestätigt (Abbildung nicht gezeigt). Somit handelte es sich bei der Bindung des anti-P.a. HL-
AK im Western-Blot der denaturierten Proteine wahrscheinlich um ein falsch-positives 
Ergebnis (Abb. 3-75). 

Diese Ergebnisse ließen den Rückschluss zu, dass es sich bei Per a 9 um ein Crude-Extrakt 
Protein handelte, da auch eine Detektion mit dem HL-spezifischen Antikörper nicht gelang. 
Somit ist ausgehend von einem Hämolymph-Extrakt eine Per a 9-Reinigung nicht möglich. 
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Für eine endgültigen Bestätigung, dass Per a 9 auch nicht in sehr geringen Konzentrationen 
in der Hämolymphe vorhanden ist, sollte eine Analyse der mit (polyklonalen) anti-Per a 9-
Antiköpern angeschlossen werden.  

3.4.8 Ähnlichkeit zu Per a 3-Proteinen 
In der allergologischen Praxis spielen Kreuzreaktionen von Allergenen eine wichtige Rolle. 
Aus diesem Grund wurden die Ähnlichkeiten -und damit eng verbunden- die Kreuz-
reaktionen zwischen Per a 9 und Per a 3-Proteinen untersucht (Abb. 3-76).  

Hierzu wurden erneut Hämolymph- und Crude-Extrakte in denaturierter (Abb. 3-76 A) und 
nativer Form (Abb. 3-76 B) elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend die Bindung 
zweier gegen die Per a 3-Isoformen gerichtete Antikörper (anti-Per a 3.03-AK und anti-P II-
AK) im Western-Blot Verfahren analysiert (Abb. 3-76).  

Die Bindung des anti-Per a 3.03-AK und des anti-P II-AK an die Per a 3-Isoformen wurde in 
Abb. 3-76 mit * gekennzeichnet und zeigte erwartungsgemäß die stärkste Bandenfärbung. 
Die Analyse diese AK-Bindung an die Per a 3-Isoformen wurde in Abschnitt 3.3.2.6 
ausführlich dargelegt. Bei den detektierten Proteinbanden bei 75 kDa in der Markerspur und 
in der Spur von Per a 9 handelte es sich wahrscheinlich um P II, welches aufgrund eines 
Gelartefaktes in die Nachbarbanden mit eingewandert war (Abb. 3-76 A, mit Pfeil 
gekennzeichnet). Zusätzlich zeigten diese Western-Blot-Experimente, dass beide Antikörper 
offensichtlich auch denaturierte Proteine in der Größenordnung von Per a 9 erkennen konnten 
(Abb. 3-76 A, mit Pfeil gekennzeichnet). Da zum Zeitpunkt dieser Versuche die gereinigte 
Per a 9 Probe vollständig proteolytisch verdaut war, konnte lediglich mit den Extrakten 
gearbeitet werden. Bei diesen bestand die Problematik, dass bei 39 kDa zusätzlich zu Per a 9 
weitere Proteine vorhanden sein konnten.  
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Abb. 3-76: SDS-PAGE (A) und native PAGE (B) mit anschließendem Western-Blot zur Detektion von 
Per a 9 in der Hämolymphe.  

A) 7.5%ige SDS-PAGE mit anschließendem Western-Blot. Für die SDS-PAGE wurden je 1µg Per a 9, 
16 µg CE und 18 µg HL-2 auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde der BioRad-Proteinstandard verwendet. 
Das Referenzgel wurde mit Coomassie gefärbt, die übrigen Proben im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als 
Primärantikörper wurden anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdünnt verwendet. Aufgrund eines 
Gelartefaktes musste P II in die Spuren von Per a 9 und dem Marker eingewandert sein, da dort eine deutliche 
anti-P II-AK-Bindung beobachtet wurde (mit Pfeil gekennzeichnet). Offensichtlich können beide AK auch 
denaturierte Proben in der Größenordung von Per a 9 erkennen (mit Pfeilen gekennzeichnet).  

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8) mit anschließendem Western-Blot. Für die native PAGE wurden wie bei 
der SDS-PAGE je 1 µg Per a 9, 16 µg CE und 18 µg HL-2 im Verhältnis von 2:3 mit BPB auf das Gel 
aufgetragen. Als Marker wurde Eurypelma-Marker verwendet. Die Referenzgele wurden mit der Coomassie-
Färbung gefärbt und die übrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Primärantikörper wurden 
anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK 1:100000 und als Sekundärantikörper anti-rabbit-IgG-AK mit gekoppel-
ter alkalischer Phosphatase 1:1000 mit Blocklösung verdünnt verwendet.  

Natives Per a 9 wurde weder vom anti-Per a 3.03-AK noch vom anti-P II-AK erkannt.  
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Wie erwartet, war auf beiden Gelen die deutlichste Bindung der anti-Per a 3-AK an die Per a 3-Isoformen zu 
beobachten (mit * gekennzeichnet). Auf den Referenzgelen war wie bereits zuvor zu erkennen, dass das 
gereinigte Per a 9 zum Zeitpunkt der Verwendung bereits vollständig proteolytisch abgebaut war. Im CE 
wurde Per a 9 zusätzlich eingekreist gekennzeichnet.  

Die Bindung der anti-Per a 3-AK war aufgrund der verwendeten Extrakte an Stelle von gereinigtem Per a 9 
nicht eindeutig und sollte daher mit frisch gereinigtem Per a 9 bzw. mit noch zu generierenden anti-Per a 9-
AK wiederholt werden.  

 

Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich daher wie zuvor bei der Detektion mit dem 
anti-P.a. HL-AK im Western-Blot der denaturierten Probe um eine falsch-positive Reaktion, 
da das Referenzgel eindeutig zeigte, dass bei einer AK-Erkennung von Per a 9 ein Signal 
höherer Quantität im Crude-Extrakt zu erwarten gewesen wäre als in der Hämolymphe. Bei 
den AK-Färbungen bei 39 kDa konnte jedoch zwischen CE und HL kein signifikant 
quantitativer Unterschied festgestellt werden (Abb. 3-76 A).  

Somit konnte davon ausgegangen werden, dass denaturiertes Per a 9 wahrscheinlich nicht 
von den anti-Per a 3-Antikörpern erkannt wurde und somit Per a 3 und Per a 9 auch keine 
gemeinsamen linearen Epitope aufwiesen. Zur Absicherung dieser Ergebnisse sollte jedoch 
ein Western-Blot mit frisch gereinigtem Per a 9 und/oder noch zu generierenden anti-Per a 9-
Antikörpern durchgeführt werden.  

In nativer Form wurde Per a 9 eindeutig weder vom anti-Per a 3.03-Antikörper noch vom 
anti-P II-Antikörper erkannt (Abb. 3-76 B). Somit stimmten bei Per a 3 und Per a 9 auch 
keine diskontinuierlichen Epitope überein, sodass klinisch-relevante Kreuzreaktionen bei den 
nativen und auch denaturierten Allergenen als unwahrscheinlich einzustufen sind.  

 

3.4.9 Bestimmung der Leukotrienausschüttung durch Stimulation mit 
Per a 9 

Ein wichtiger Punkt für die Einstufung eines Proteins als klinisch relevantes Allergen ist u.a. 
dessen Fähigkeit, die zweite Phase der Immunantwort einzuleiten, indem es rezeptor-
gebundene IgE-Antikörper miteinander kreuzvernetzt und somit z.B. bei Basophilen die 
Freisetzung von Leukotrienen bewirken kann. 

Die Leukotrienausschüttung wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Saloga an der Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universität, Mainz von 
Diplom-Biologin Barbara Häringer bestimmt.  

Dieser Test wurde an Leukocyten von einem per Radio-Allergen-Sorbent-Test (RAST) gegen 
Periplaneta americana-Extrakt positiv getesteten Probanden mit vier unterschiedlichen 
Per a 9-Konzentrationen durchgeführt (Abb. 3-77).  



3 Ergebnisse: Per a 9 
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Abb. 3-77: Leukotrien (LT)-Ausschüttung bei einem gegen Periplaneta americana sensibilisierten 
Spender gegenüber Per a 9 in vier unterschiedlichen Konzentrationen. 

50 µl Allergen wurden zu 200 µl Leukocytensuspension in einem IL-3 haltigen Stimulationspuffer zugegeben. 
Die Leukotrienfreisetzung wurde mit dem „CAST-2000 ELISA“ quantifiziert. Als Negativkontrolle diente IL-
3-haltiger Stimulationspuffer und als Positivkontrolle anti-IgE-Rezeptor-Antikörper. 

 

Bei einer Konzentration von 1 µg/ml Per a 9 lag die Leukotrien (LT)-Ausschüttung noch 
unterhalb des Basalwertes. Mit steigender Allergenkonzentration war jedoch ein Anstieg der 
Leukotrienausschüttung zu verzeichnen. Bei 100 µg/ml Per a 9 wurde eine für Basophile 
offensichtlich toxische Allergenkonzentration erreicht.  

Diese Stichprobe deutete darauf hin, dass es sich bei Per a 9 tatsächlich um ein klinisch 
relevantes Allergen handelte.  

3.4.10 Fazit der Per a 9-Charakterisierung 
Bei Per a 9 handelt es sich um eine monomere Arginin-Kinase, die mit 39 kDa aus dem 
Crude-Extrakt von Periplaneta americana isoliert werden konnte. In einer ersten Stichprobe 
erwies Per a 9 sich als klinisch relevantes Allergen. Es hat offenbar keine linearen und/oder 
diskontinuierlichen Epitope mit Per a 3 gemeinsam, sodass nicht von Kreuzreaktionen 
zwischen diesen Allergenen auszugehen ist. Allerdings ist aufgrund der sehr hohen 
Sequenzidentitäten von Kreuzreaktionen innerhalb der Invertebraten-Arginin-Kinasen aus-
zugehen. 
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4 Diskussion 

Durch die ubiquitäre Verbreitung der Amerikanischen Schabe sowie der mit dem Menschen 
eng verknüpften Lebensweise spielen die Allergene von Periplaneta americana für den 
Menschen eine wichtige Rolle [95, 105]. In dieser Arbeit wurden mit Per a 3 und Per a 9 
zwei Allergengruppen aus der Amerikanischen Schabe isoliert und charakterisiert.  

Per a 9 ist vor allem aufgrund der Einstufung als Pan-Allergen ein wichtiger Faktor für 
Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Spezies, wohingegen Per a 3 aus mehreren 
Gründen ein sehr interessantes Allergen ist. Zum einen ist es das einzige bekannte Allergen 
aus der Klasse der Hexamerine und zum anderen zählt es durch seine hexamere 
Oligomerisierung auch zu den größten bekannten Allergenen. Um diesen Punkten gerecht zu 
werden, wird Per a 3 im Folgenden zunächst als oligomeres Allergen und anschließend in 
seiner Einstufung und Funktion als Hexamerin diskutiert. Ebenso wird die Zusammensetzung 
der P II-Oligomere erörtert. Nachfolgend wird auf die in den Extrakten beobachtete 
Diphenoloxidase-Aktivität eingegangen und abschließend die Ergebnisse der Charakteri-
sierungen von Per a 9 im Kontext der Literatur betrachtet. 

4.1 Per a 3 
Für die immunologische und biochemische Charakterisierung der Per a 3-Isoformen war 
neben der Reinheit der Allergenproben eine hohe Proteinausbeute erforderlich. Daher wurden 
in dieser Arbeit ausgehend von Hämolymph- und Crude-Extrakten der Amerikanischen 
Schabe unterschiedliche Reinigungsprotokolle unter Berücksichtigung von Praktikabilität, 
Reinheit und Ausbeute für die Per a 3-Proteine entwickelt (Abschnitt 3.2). Ein wesentlicher 
Punkt war dabei die getrennte Isolierung verschiedener nativer Per a 3-Isoformen, wie sie in 
den Arbeiten von Wu und Mitarbeitern noch nicht stattgefunden hatte [108, 144].  

Für die immunologische Charakterisierung war daher zum einen die Unterscheidung 
zwischen den Per a 3-Isoformen und zum anderen der Einfluss der hexameren Oligomeri-
sierung der Per a 3-Proteine auf deren Immunogenität und Allergenität von besonderem 
Interesse. Diese Ergebnisse werden im nachfolgenden Abschnitt „Per a 3 in seiner Funktion 
als Allergen“ (Abschnitt 4.1.1) diskutiert. 

Die biochemischen Eigenschaften von Per a 3 werden durch dessen Einstufung als 
Hexamerin in Zusammenhang mit der Funktion von Hexamerinen als Speicherproteine, 
sowie weiteren Funktionen, wie dem Einbau in die Cuticula, der Rolle bei der Immunabwehr 
oder als Transport-/Ligandenproteine in dem Abschnitt „Per a 3 in seiner Funktion als 
Hexamerin“ (Abschnitt 4.1.2) diskutiert. Die mögliche Zusammensetzung der P II-Oligomere 
wird abschließend erörtert.  
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4.1.1 Per a 3 in seiner Funktion als Allergen 
Wie zu Beginn dieser Arbeit kurz erläutert, ist trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung 
bis heute die Frage ungeklärt, welche intrinsischen Eigenschaften ein Protein zu einem 
Allergen werden lassen [34]. Mit Stand 09.01.2008 waren in der offiziellen Allergen-
datenbank der WHO [www.allergen.org] ohne die Einbeziehung allergener Isoformen 586 
Allergene hinterlegt. Dabei muss berücksichtigt werden, dass diese Datenbank keinen 
Anspruch auf Vollständigkeit besitzt, wie u.a. das Fehlen von Per f 7 (Tropomyosin aus 
Periplaneta fuliginosa) zeigt [115]. Diese zahlreichen als Allergene identifizierten Proteine 
sind teilweise charakterisiert, jedoch nur von ca. 5% ist auch die Struktur bekannt. 
Strukturelle Gemeinsamkeiten dieser Allergene wurden bisher nicht festgestellt [34, 281, 
306].  

Allergene haben offenbar auch keine funktionellen Gemeinsamkeiten [34, 44, 306]. Lange 
Zeit galt als Schlüsselfunktion eines Allergens das Vorhandensein einer Enzymaktivität, wie 
sie z.B. viele Milben-Allergene aufweisen [42, 320, 321]. Das in diesem Zusammenhang am 
besten untersuchte Allergen ist Der p 1, eine Cystein-Protease, die sich aufgrund der 
enzymatischen Spaltung der Zell-Zell-Verbindungen („tight-junctions“) Zugang zum 
Bronchialepithel verschafft [1, 306, 322]. Doch weder für Per a 3 noch für zahlreiche andere 
potente Allergene wurde bisher eine Enzymaktivität nachgewiesen, sodass die Enzym-
hypothese verworfen werden musste [44, 95, 155].  

Auch konnten für Allergene bisher weder ubiquitäre lineare noch ubiquitäre diskontinuier-
liche (konformationelle) Epitope ausgemacht werden [34, 306].  

Bekannt ist, dass Allergene körperfremde Proteine sind, die nicht zwingend glykosyliert sein 
müssen und im Falle einer Glykosylierung auch kein allgemeingültiges (Glykosylierungs-) 
Muster aufweisen [34].  

Als weitere wichtige Punkte für die Allergenität von Proteinen wird deren Größe und 
Stabilität diskutiert. Denn je größer und fremder ein Protein ist, desto höher ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass es beim Kontakt mit dem Menschen als fremd erkannt wird und eine 
Immunantwort auslöst [1].  

Die Proteinstabilität kann bei einem Allergen zwei wichtige unterschiedliche Auswirkungen 
haben: ist ein Allergen gegenüber Proteolyse ausgesprochen stabil, so wird es in der 
eigentlichen Sensibilisierungsphase in den Lyososomen antigenpräsentierender Zellen (APC) 
nicht proteolytisch gespalten und kann dadurch auf den MHC Klasse II-Molekülen auch nicht 
effizient präsentiert werden. Ist ein Allergen jedoch hinsichtlich seiner Tertiär- und/oder 
Quartärstruktur nicht ausreichend stabil, könnte dies zum Verlust von Konformations-
epitopen führen und darüber einen Einfluss auf die IgE-Kreuzvernetzung haben [323].  
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Ein weiterer interessanter Punkt für Allergene ist das Vorhandensein von allergenen 
Isoformen, wie sie insbesondere bei Majorallergenen beobachtet wurden [43]. Von Per a 3 
sind mittlerweile vier sequenziell etwas unterschiedliche Klone [138, 143] sowie die in dieser 
Arbeit identifizierte Per a 3.03-Isoform bekannt. Die Klone sind offensichtlich zwei Per a 3-
Isoformen zuzuordnen, von denen insbesondere die beiden Klone Per a 3.0202 (ehemals 
C13) und Per a 3.0203 (ehemals C28) einen starken Unterschied in der Allergenität zeigten 
(Tabelle 1-3). Diese führten die Autoren auf einen distinkten Aminosäureaustausch von 
Serin 409 (Per a 3.0202) gegen Prolin 332 (Per a 3.0203) zurück [143].  

Da in meiner Arbeit mit Per a 3.03 eine neue Per a 3-Isoform isoliert werden konnte, wurde 

dessen Immunogenität erstmals bestimmt (Abschnitt 3.3.2.8) und wird im Folgenden im 

Kontext der Isoallergene betrachtet. Eine Bestimmung der Allergenität von Per a 3.03 war 

aufgrund der limitierten Proteinmenge in dieser Arbeit nicht mehr möglich.  

4.1.1.1 Immunogenität und Allergenität der isolierten Per a 3-Isoformen 
Bis vor kurzem existierten lediglich eine in vitro und eine in vivo Studie bezüglich der 
Immunreaktion auf partiell gereinigtes Per a 3 [138, 144]. Diese immunologische Charakteri-
sierung konnte in enger Zusammenarbeit mit der AG Saloga durch den Einsatz gereinigter 
Per a 3-Isoformen in vitro spezifiziert werden [19]. 

In der ersten in vitro Studie (1996) wurde die Cytokinproduktion und Proliferation von 
PBMCs auf eine Per a 3-haltige Proteinfraktion untersucht [144]. Diese Proteinfraktion 
wurde durch einen einzigen Reinigungsschritt aus Crude-Extrakt erhalten, der über eine 
G-150 SF-Größenausschlusssäule (SEC) aufgetrennt wurde [144]. Der Trennbereich dieser 
Größenausschlusssäule lag mit 5-150 kDa allerdings deutlich außerhalb der hexameren 
Per a 3-Isoformen (Abb. 3-31), sodass diese im Ausschlussvolumen der Säule zusammen mit 
sämtlichen Proteinen, die schwerer als 150 kDa waren eluierten. Hierzu konnte z.B. auch 
Vitellogenin zählen, ein hexameres Protein mit etwa 596 kDa, welches geschlechtsspezifisch 
und entwicklungsabhängig in Weibchen exprimiert wird. Es setzt sich aus 2x3 Unterheiten à 
123 kDa, 118 kDa und 57 kDa zusammen [324]. Wahrscheinlich war im Per a 3-haltigen 
Eluat ebenfalls ein 450 kDa Lipopolysaccharid-Bindungsprotein aus der Hämolymphe der 
Amerikanischen Schabe vorhanden [325].  

Die durch diese SEC erhaltene Per a 3-haltige Fraktion wurde von Wu und Lan als Cr-PI-
Probe bezeichnete [108]. Diese war in der Lage in vitro bei PBMCs eine Proliferation sowie 
die Produktion von IL-4 zu induzieren [144]. Mittels Hauttests (Pick-Test) an 
Schabenallergikern wurde auch in vivo die allergene Relevanz der Cr-PI-Probe bestätigt 
[138]: von den gegen Crude-Extrakt der Amerikanischen Schabe im Prick-Test positiv 
getesteten Allergikern zeigten 82.6% (19/23) eine positive Hautreaktion. Bei genauerer 
Betrachtung dieser Cr-PI-Fraktion mittels 2D-Radioimmungelelektrophorese (CRIE) wies 
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Cr-PI neun Präzipitationsbögen auf [108]. Da in diesem Test gepooltes humanes Serum mit 
radioaktivem Iod gelabeltem anti-human-IgE-Antikörper verwendet wurde, konnte daher auf 
neun in Cr-PI enthaltene Allergene zurückgeschlossen werden [108]. Mit hoher Wahrschein-
lichkeit handelte es sich dabei nicht um neun allergene Per a 3-Isoformen, sondern vielmehr 
um zusätzliche in Cr-PI enthaltene Allergene. Somit konnte durch die rudimentär gereinigte 
Probe die in diesen Untersuchungen beobachtete Reaktion weder mit Sicherheit alleine auf 
Per a 3 zurückgeführt werden, noch wurden die Per a 3-Isoformen getrennt betrachtet. 

 

In Ergänzung und zur Spezifizierung dieser Ergebnisse wurde in enger Zusammenarbeit mit 
der AG-Saloga von Barbara Häringer eine weitere in vitro Studie durchgeführt, in der die 
gereinigten Isoformen Per a 3.03 und P II differenziert betrachtet wurden [19]. Hierbei wurde 
die Immunogenität von P II und erstmalig die von Per a 3.03 über Bestimmung der 
Proliferation und Cytokinproduktion von T-Helferzellen und die Cytokinproduktion von 
dendritischen Zellen (DC) bestimmt (Abschnitt 3.3.2.8).  

Für die Bestimmung der Proliferation wurden allergenbeladene DC mit CD4+-T-Zellen 
inkubiert und der Einbau von 3[H]-Thymidin gemessen (Abb. 4-1).  

23

■ Per a 3.03

□ P II

TT

 
Abb. 4-1: Vergleich der Proliferationsinduktion durch die isolierten Per a 3-Isoformen [verändert nach 
19].  

Die allergenbeladenen dendritischen Zellen (DC) wurden mit autologen CD4+-T-Zellen inkubiert. Die 
Proliferation wurde nach fünf Tagen Cokultur über den Einbau von 3[H]-Thymidin bestimmt. Als 
Positivkontrolle diente 1 µg/ml Tetanustoxoid (TT) und zur Normierung als Negativkontrolle unbehandelte 
DC. 

Bei einer Allergenkonzentration von 36 µg/ml induzierte P II eine fast doppelt so hohe Proliferation wie 
Per a 3.03 und schien somit ein stärkeres Immunogen zu sein als Per a 3.03.   

 

Der Vergleich der Proliferationsindices ergab dabei, dass bei hohen Allergenkonzentrationen 
(36 µg/ml) der Proliferationsindex von P II fast doppelt so hoch war wie der von Per a 3.03. 
Bei niedrigeren Allergenkonzentrationen (1 µg/ml und 6 µg/ml) war dieser Unterschied nicht 
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mehr so deutlich ausgeprägt (Abb. 4-1). Somit waren beide Per a 3-Isoformen immunogen, 
wobei P II in diesen Experimenten immunogener zu sein schien als Per a 3.03.  

Eine ähnliche Beobachtung wurde bei der Untersuchung der Cytokinproduktion von T-
Helferzellen (IL-4, IL-5, IL-10 und IFN-γ) gemacht. Hierzu wurden CD4+-T-Zellen mit 
allergenbeladenen DC in Cokultur stimuliert und die sezernierten Cytokine im Überstand 
bestimmt. Bei niedrigen Allergenkonzentrationen konnte bei den Isoformen kein Unterschied 
in der Cytokinproduktion beobachtet werden, wohingegen bei hohen Allergenkonzen-
trationen P II eine deutlich höhere IL-4-Produktion induzierte als Per a 3.03. Auch war bei 
Per a 3.03 das IL-4/IFN-γ-Verhältnis geringer als bei P II [19].  

Nicht ganz so eindeutig waren dagegen die Ergebnisse der Cytokinmessungen (IL-6 und IL-
12p40) allergenbeladener DC: P II induzierte zwar sowohl bei niedrigen (1 µg/ml) als auch 
hohen Allergenkonzentrationen (36 µg/ml) in reifen DC viel stärker IL-6 und IL-12p40 als es 
bei Per a 3.03 zu beobachten war, jedoch konnte biologisch aktives IL-12p70 (Heterodimer 
bestehend aus IL-12p40 und IL-12-p35) weder im Zellkulturüberstand noch dessen Synthese 
nachgewiesen werden [19, 326, 327]. Dadurch, dass die Cytokinproduktion jedoch 
konzentrationsabhängig war, konnte nachgewiesen werden, dass die Per a 3-Isoformen nicht 
nur T-Helferzellen sondern auch dendritische Zellen durchaus beeinflussten [19]. 

Insgesamt zeigten diese Experimenten eindeutig, dass die Per a 3-Isoformen starke 
Immunogene sind, wobei P II offenbar ein höheres immunogenes Potential aufweist als 
Per a 3.03 [19].  

Beim Polymorphismus von Allergenen ist durchaus interessant, welche Isoform tatsächlich 
eine Rolle bei der Allergenität dieser Proteine spielt [143]. Ein Vergleich der Allergenität der 
isolierten Per a 3-Isoformen fehlt bislang und konnte aufgrund der limitierten Per a 3.03-
Menge in dieser Arbeit nicht mehr durchgeführt werden. Als möglicher Test zur Beurteilung 
dieser Allergenität könnte bei Per a 3.03, ebenso wie bereits für P II durchgeführt z.B. in 
vitro die Leukotrienausschüttung in einem Basophilen-Aktivierungstest bestimmt werden 
[19]. In diesem Test induzierte P II bei Allergikern sehr deutlich und auch konzentrations-
abhängig die Freisetzung von Leukotrienen, sodass diese Probe als vollständiges Allergen 
anzusehen ist. 

4.1.1.2 Einfluss der hexameren Oligomerisierung auf die Immunogenität und 
Allergenität der Per a 3-Isoformen 

Da es sich in vivo bei den Per a 3-Isoformen um hexamere Proteine handelt, ist die 
Bestimmung des Einflusses der hexameren Oligomerisierung auf die Immunogenität und 
Allergenität der Per a 3-Isoformen ein sehr wichtiger Forschungsansatz. Dieser wurde in 
enger Zusammenarbeit mit der AG-Saloga von Barbara Häringer in ihrer Diplomarbeit 
genauer verfolgt [19, 273]. Grundlage dieser Versuche war die Herstellung dissoziierter 
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Per a 3-Proben (Abschnitt 3.3.2.7), deren Reaktion mit der von nativen Proben verglichen 
wurde.  

Im Fokus standen der Vergleich der Immunogenität über Bestimmung der Proliferation und 
des Cytokinmusters von T-Helferzellen sowie der Vergleich der Allergenität über Be-
stimmung der Leukotrienfreisetzung im Basophilen-Aktivierungstest [19, 273]. Im Hinblick 
auf die Antigenpräsentation wurde außerdem die Internalisierung der nativen bzw. disso-
ziierten Hämolymph-Proteine (hauptsächlich aus Per a 3-bestehend, als HL-Per a 3 bezeich-
net) analysiert sowie die Stabilität von Per a 3 durch eine pH-Simulation des lysosomalen 
Abbauprozesses beurteilt. 

Bei der Bestimmung der Proliferation der T-Helferzellen stellte sich heraus, dass die 
dissoziierte Probe bei gleicher Proteinkonzentration eine signifikant höhere Proliferation 
induzieren konnte als die native hexamere Probe [19, 273]. Mittels konfokaler Laser-
spektroskopie und Fluoreszenzmarkierung der Allergene konnte von Bellinghausen et al. 
(2008) eindeutig gezeigt werden, dass das Dissoziat nicht nur besser, sondern auch schneller 
als die Hexamere an die Membran unreifer DC bindet, internalisiert wird und auch in den 
Lysosomen wiederzufinden ist (Abb. 4-2) [273].  

 

Abb. 4-2: Internalisierung von Fluoreszenz-markierter Hämolymphe in dissoziierter und hexamerer 
Form [273].  

Die Proteine wurden mit Alexa Fluor®488 markiert und sind in dieser Abbildung in grün dargestellt. Die 
unreifen DC wurden mit LysoTracker Red-99 markiert und sind in rot dargestellt. 10 µg/ml Allergen wurde zu 
den unreifen DC zugegeben und die Internalisierung innerhalb der ersten Stunde verfolgt. Die Gelbfärbung ist 
das Resultat von der Internalisierung der Allergene in die Lysosomen.  

Das Dissoziat konnte von den DC viel schneller internalisiert werden als die Hexamere.  

 

Ein Einfluss der Oligomerisierung der Per a 3-Proteine wurde zusätzlich zur T-Zell-
Proliferation auch bei der Cytokin-Produktion der T-Helferzellen untersucht [273]. Hierzu 
wurden erneut CD4+-T-Zellen in Cokultur mit allergenbeladenen DC stimuliert und die 
sezernierten Cytokine im Überstand bestimmt. Ein deutlicher konzentrationsabhängiger 

Dissoziat 

Hexamere 
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Anstieg der IFN-γ-Produktion -und somit eine Th1-Verschiebung- konnte bei dissoziiertem 
HL-Per a 3 verzeichnet werden, wohingegen durch hexameres HL-Per a 3 bei Allergikern die 
Interleukine IL-4, IL-5 und IL-10 verstärkt sezerniert wurden. Dadurch wird eine Th2-
Differenzierung und -Proliferation präferiert.  

Somit hat die Quartärstruktur der Per a 3-Proteine einen deutlichen Einfluss auf die Art der 
induzierten Immunantwort [19, 273].  

Die Quartärstruktur nimmt außerdem Einfluss auf die Allergenität der Per a 3-Proteine: im 
Basophilen-Aktivierungstest induzierten die Hexamere eine höhere Leukotrienausschüttung 
als das Dissoziat (Abb. 4-3). Somit sind die Per a 3-Proteine in hexamerer Form potentere 
Allergene als in dissoziierter Form [19, 273].  

 

 

Abb. 4-3: Leukotrienausschüttung im Basophilen-Aktivierungstest nach Stimulation mit nativer bzw. 
dissoziierer Hämolymphe [273].  

PBMCs von Periplaneta americana-sensibilisierten Spendern wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an nativer (Hexamer) und dissoziierter (Monomer) Per a 3-Hämolymphe stimuliert und die Leukotrienaus-
schüttungs mittels ELISA nach 40 Min. bestimmt.  

Die hexameren Proben bewirken insbesondere bei hohen Konzentrationen eine höhere Leukotrienausschüttung 
als die dissoziierten monomeren Proben.  

 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass dissoziiertes Per a 3 ein geeigneter Kandidat für 
eine Immuntherapie sein könnte und hexameres Per a 3 ein potenteres Allergen ist.  

 

Auch in der Literatur wird -jedoch mit differierenden Ergebnissen- von einem Einfluss der 
Struktur (Primär- bis Quartärstruktur) auf die Immunogenität und Allergenität u.a. von 
Bet v 1 berichtet [z.B. 328, 329].  

In einer Studie von Schöll et al. war lediglich dimeres und nicht monomeres Bet v 1 in der 
Lage eine positive Hautraktion auszulösen, wodurch ausschließlich die dimere Bet v 1-Form 
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als Allergen wirkte [329]. Im Unterschied zu dieser Studie wurde für rekombinantes 
oligomeres Bet v 1 gezeigt, dass es eine Proliferation bei T-Helferzellen und PBMCs von 
Bet v 1-Allergikern auslöste und somit ein starkes Immunogen ist. Allerdings ist es nur ein 
schwaches Allergen, wie Reaktionen im Basophilen-Aktivierungstest und im Prick-Test an 
Patienten zeigten [330-334]. In diesem Zusammenhang schlussfolgerten die Autoren, dass 
die Oligomere eventuell aggregiert seien oder die IgE-Bindung für eine Kreuzvernetzung 
sterisch ungünstig sei.  

Auch z.B. für Dau c 1 (aus der Möhre), Phl p 1 (aus dem Wiesenlieschgras), Der f 1/Der p 1 
(aus Milben) und Der f 2/Der p 2 (aus Milben) wurde ein Einfluss der Struktur auf die 
Allergenität beobachtet. Dabei führte nicht nur eine Dissoziation, sondern insbesondere die 
Zerstörung der nativen Struktur zu einer verminderten Allergenität [318, 335-340].  

Die Oligomerisierung eines Allergens kann offensichtlich unterschiedliche Auswirkungen 
auf die Allergenität des Proteins haben: zum einen kann durch die Oligomerisierung die 
Multivalenz der Allergene erhöht werden, was die Kreuzvernetzung von IgE-AK begünstigt 
und somit die Allergenität erhöht. Zum anderen kann es durch die Oligomerisierung auch zu 
sterischen Behinderungen bei der Antikörper-Bindung kommen, sodass die Allergenität 
vermindert wird [329, 334]. 

Auch auf Ebene der Antigenpräsentation, respektive der T-Zell-Erkennung, wurde ein 
Einfluss der Quartärstruktur auf die Immunogenität beobachtet. So ist z.B. bei dimerem 
humanem Choriongonadotropin die T-Zell-Erkennung gegenüber der dissoziierten Form 
deutlich reduziert [341, 342]. Dabei bleibt zu berücksichtigen, dass auf Ebene der T-Zell-
Erkennung aufgrund des Mechanismus der Antigenpräsentation lineare Epitope eine Rolle 
spielen, wohingegen bei der B-Zell-Erkennung sowohl lineare als auch konformationelle 
Epitope relevant sind [z.B. 43, 127, 343, 344]. Somit hat insbesondere die Struktur-Stabilität 
der Proteine einen wichtigen Einfluss auf deren Allergenität [136, 323]. 

Insgesamt belegen die bisherigen Studien durchaus einen Einfluss der Quartärstruktur auf die 
Immunogenität und auch Allergenität, liefern jedoch teilweise widersprüchliche Ergebnisse, 
sodass dringend auch bei weiteren multimeren Allergenen, wie z.B. Ara h 1 und Ara h 2 (aus 
der Erdnuss), der Einfluss der Quartärstruktur untersucht werden sollte.  

Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse scheint es daher nicht ausreichend, dass bei den 
immunologischen Studien von Wu und Mitarbeitern lediglich rekombinantes Per a 3 
verwendet wurde, von dem zuvor weder die korrekte Faltung noch die hexamere 
Oligomerisierung überprüft wurde [138, 140, 142, 143]. Solche Kontrollen wären wichtig 
gewesen, da bei rekombinant hergestellten Proteinen weder die strukturelle noch die 
funktionelle Integrität vorausgesetzt werden kann [345].  

Aus diesem Grund ist zu empfehlen, dass in nachfolgenden Experimenten zusätzlich zur 
Bestimmung der Allergenität von Per a 3.03 die strukturelle Integrität rekombinanter Per a 3-



4 Diskussion 

 

Seite 195 

Isoformen basierend auf den Ergebnissen der in dieser Arbeit und meiner Diplomarbeit 
durchgeführten biophysikalischen Charakterisierungen überprüft wird [148]. Solche rekom-
binanten Schabenallergene könnten insbesondere im Hinblick auf hypoallergene Mutanten 
eine wichtige Grundlage für die Behandlung der Schabenallergie, insbesondere einer sicheren 
Immuntherapie darstellen [44, 114, 346]. 

4.1.1.3 Bisherige Behandlungsmöglichkeiten 
Die bisherigen Behandlungsmöglichkeiten der Schabenallergie bestehen im Wesentlichen aus 
der Vermeidung von Allergenkontakt -was sich als äußerst schwierig erweisen kann- und der 
üblichen medikamentösen Behandlung der Allergie-Symptome z.B. mit Antihistaminika [95, 
105, 347]. Für die Behandlung von Insektenstich-Allergien wird eine Immuntherapie schon 
seit vielen Jahren erfolgreich angewendet [348].  

Über eine Immuntherapie bei schabenallergischen Asthmatikern berichten bisher zwei 
partiell erfolgsversprechende Studien von Kang et al. (1988) und Alonso et al. (1999). Dabei 
konnten u.a. eine Reduzierung der Symptome, die Bildung von spezifischen IgG-Antikör-
pern, sowie nach drei Jahren Therapie eine Reduzierung von IL-2 und IL-4 im Serum beo-
bachtet werden [349, 350]. Eine Etablierung dieser Immuntherapie steht allerdings noch aus.  

Um die Risiken einer spezifischen Immuntherapie möglichst gering zu halten, empfiehlt es 
sich, nicht auf kommerziell erhältliche Crude-Extrakte und somit Allergengemische 
zurückzugreifen, sondern die relevanten Allergene in gereinigter Form zu verwenden. 
Basierend auf den bisherigen Ergebnissen würde sich dafür dissoziiertes Per a 3 empfehlen 
[19]. Neben der aufwändigen Reinigung aus einem nativen Extrakt heraus, wären hierbei 
ebenfalls rekombinante hypoallergene Varianten sinnvoll. Bei diesen kann durch gerichtete 
Mutationen die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks, auch bei Gabe hoher Allergendosen, 
deutlich reduziert werden [44, 136, 346]. 

 

4.1.2 Per a 3 in seiner Funktion als Hexamerin 
In diesem Abschnitt werden die Per a 3-Allergene in Zusammenhang zu ihrer Proteinklasse 
im Kontext der Literatur diskutiert. Der Schwerpunkt liegt dabei zum einen auf der 
Proteinklasse der Hexamerine -und damit verbunden der Hämocyanin-Superfamilie- und zum 
anderen in den potentiellen Funktionen dieser Proteinklasse. 

Die Einordnung der Per a 3-Proteine in die Familie der Hexamerine ist von Bedeutung, da 
zwischen sequenziell und strukturell ähnlichen Proteinen Kreuzreaktionen zu erwarten sind 
und bisher weder ein mit Per a 3-kreuzreagierendes Allergen, noch zusätzlich zu Per a 3 ein 
weiteres Allergen aus der Familie der Hexamerine bekannt ist. Die potentielle Funktion der 
Hexamerine ist von großem Interesse, da darüber das Vorhandensein und die Expression 
allergener Per a 3-Isoformen sowie deren Auftreten im Hausstaub erklärt werden könnten.  
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Unsere biochemischen und biophysikalischen Charakterisierungen der isolierten Per a 3-
Isoformen [148, 292] ermöglichten die Zuordnung dieser Proteine in die Klasse der 
Hexamerine. Hexamerine sind zusammen mit den Hexamerin-Rezeptoren, Arthropoden-
Hämocyaninen, Phenoloxidasen und Cryptocyaninen in der Hämocyanin-Superfamilie 
zusammengefasst (Abb. 4-4) [z.B. 152, 351]. Bei dieser handelt es sich um eine sehr 
komplexe Proteinfamilie, die bereits in zahlreichen Rewievs u.a. im Hinblick auf Evolution, 
Sequenzhomologien, Funktion und Struktur ausführlich vorgestellt und diskutiert wurde 
[152, 153, 351-355].  

 

 

Abb. 4-4: Einordnung der Hexamerine in die Hämocyanin-Superfamilie.  

Die Mitglieder diese Familie stammen von einem gemeinsamen Vorläuferprotein ab und weisen trotz 
(teilweise) unterschiedlicher Funktionen deutliche sequenzielle und strukturelle Gemeinsamkeiten auf [152, 
353, 356]. 

 

Mitglieder dieser Familie stammen von einem gemeinsamen Vorläuferprotein ab und weisen 
trotz (teilweise) unterschiedlichen Funktionen deutliche sequenzielle und strukturelle 
Gemeinsamkeiten auf [z.B. 147, 152, 353, 356]. Interessanter Weise ist trotz der strukturellen 
Gemeinsamkeiten von den Mitglieder dieser Superfamilie lediglich Per a 3 als Allergen 
klassifiziert. Auch klinisch relevante Kreuzreaktionen von Per a 3 mit Mitgliedern dieser 
Familie sind bisher nicht in der Literatur beschrieben. Lediglich vom Hämocyanin aus 
Limulus polyphemus ist bekannt, dass es als Hapten-Carrier-Protein ein potentes Antigen ist 
[357, 358]. Auch das Mollusken-Hämocyanin KLH aus der Schlüssellochschnecke 
Magathura crenulata findet als Hapten-Carrier-Protein Anwendung [359, 360]. Eine 
Besonderheit dieses Hämocyanins -welches allerdings nicht zur Hämocyanin-Superfamilie 
zählt- ist dessen starke immunstimulatorische Eigenschaft [361]. Bei KLH handelt es sich um 
ein Glykoprotein mit ca. 5%igem Zuckeranteil [362]. Ein Teil dieser Oligosaccharide ist 
kreuzreaktiv zu einem Epitop auf der Oberfläche von Blasentumoren, sodass KLH sogar 
medizinische Anwendung bei der Behandlung der oberflächlichen Harnblasenkarzinome 
findet [362-366]. Zu den Per a 3-Proteinen weist KLH mit 3% eine vernachlässigbar geringe 
Identität auf (Alignment nicht gezeigt), sodass nicht von sequenzbasierten Kreuzreaktionen 
zwischen diesen Proteinen auszugehen ist.  
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Insgesamt wurden außerhalb des Stammes der Arthropoden bisher keine Proteine 
identifiziert, die mit den Mitgliedern der Hämocyanin-Superfamilie eindeutige Sequenz-
identitäten teilen [154, 351]. Da u.a. sequenzielle und/oder strukturelle Ähnlichkeiten die 
Basis für Kreuzreaktionen darstellen, ist für zukünftige Untersuchungen zu empfehlen, mit 
Per a 3-kreuzreagierende Proteine zunächst innerhalb der Hämocyanin-Superfamilie und 
dabei insbesondere bei den Hexamerine zu suchen (Abb. 4-4) [367-369]. 

In den folgenden Abschnitten wird die Familie der Hexamerine vorgestellt und schwerpunkt-
mäßig die bisher identifizierten Hexamerine aus Schaben den Ergebnissen der Per a 3-
Charakterisierung gegenübergestellt.  

4.1.2.1 Die Familie der Hexamerine 
Die Familie der Hexamerine umfasst miteinander verwandte Insekten-Hämolymph-Proteine, 
die nach ihrer nativen Zusammensetzung von sechs homologen oder heterologen Unter-
einheiten benannt sind, welche ein Molekulargewicht zwischen 70 kDa und 85 kDa besitzen 
[150, 153, 154]. Diese Kriterien sind von den untersuchten Per a3-Proteinen mit deren 
hexameren Oligomerisierung und den Molekulargewichten der denaturierten Untereinheiten 
von 73 kDa bzw. 80 kDa eindeutig erfüllt (Abb. 3-31, Abb. 3-32).  

Die bisher bekannten Hexamerine werden u.a. basierend auf ihrer Aminosäure-Zusammen-
setzung in vier Gruppen unterteilt: Arylphorine, die über 15% Tyrosin und Phenylalanin 
besitzen, weibchenspezifische Methionin-reiche Proteine, die über 4% Methionin besitzen 
sowie die Riboflavin-Bindungsproteine und Juvenil-Hormon-regulierte Proteine „juvenile 
hormone-suppressible proteins“, die beide in ihrer Aminosäure-Zusammensetzung unauf-
fällig sind (Abb. 4-5) [146, 153, 154, 222, 356, 370-376].  

 

 

Abb. 4-5: Unterteilung der Hexamerin-Familie.  

Die Hexamerine werden in vier Gruppen unterteilt, von denen die Arylphorine und Methionin-reiche-Proteine 
gegenüber den Riboflavin-Bindungsproteinen und den Juvenil-Hormon-regulierten Proteinen eine auffällige 
Aminosäure-Zusammensetzung aufweisen. Diese Gruppierung ist jedoch nicht stringent: in Blaberus 
discoidalis wurde ein Hexamerin identifiziert, welches sowohl ein Arylphorin ist als auch durch Juvenil-
Hormone supprimiert werden kann [222].  
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Die in P II enthaltenden Isoformen Per a 3.01 und Per a 3.0201 weisen gemeinsam einen 
spezifischen Extinktionskoeffizient von ε280nm=1.44 [l/(g*cm)] auf und besitzen in ihrer 
Sequenz 16.6% bzw. 17.3% Tyrosin und Phenylalanin. Somit zählen sie innerhalb der 
Hexamerine eindeutig zu den Arylphorinen [138, 148].  

Aufgrund des hohen spezifischen Extinktionskoeffizienten von Per a 3.03 bei 280 nm 
(ε280nm=1.65 [l/(g*cm)]) ist davon auszugehen, dass auch diese sequenziell unbekannte 
Isoform zahlreiche aromatische Aminosäuren besitzt und dadurch zu den Arylphorinen 
gezählt werden kann [148].  

4.1.2.2 Konservierte Merkmale der Hexamerine 
Da der hohe Anteil der aromatischen Aminosäuren ein namengebendes Charakteristikum der 
Arylphorine ist, ist darüber hinaus von Interesse, ob innerhalb dieser Gruppe z.B. die Position 
der Aromaten konserviert ist, bzw. weitere konservierte Merkmale innerhalb der Familie der 
Hexamerine anzutreffen sind.  

Um zu überprüfen, ob innerhalb der Schaben-Arylphorine (-Hexamerine), respektive der 
Per a 3-Isoformen die Positionen dieser Aromaten konserviert sind, wurde ein Alignment der 
drei sequenziell bekannten Schaben-Hexamerine erstellt und die aromatischen Aminosäuren 
in gelb (Tyr, Y), blau (Trp, W) und grün (Phe, F) kenntlich gemacht (Abb. 4-6). Unter 
Berücksichtigung der hohen Sequenzidentitäten und der damit eng korrelierten ähnlichen 
Faltung von Hexamerinen und Hämocyaninen [283] ist in diesem Alignment zusätzlich die 
für Arthropoden-Hämocyanine charakteristische Domänenstruktur farbig in orange, blau und 
rot eingezeichnet (Abb. 4-6).  
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Abb. 4-6: Sequenzalignment der Per a 3 Isoformen mit dem Hexamerin aus Blaberus discoidalis.  

Die Proteinsequenzen wurden inklusive Signalpeptid mit ClustalX 1.83 alignt und mit Hilfe von GeneDoc 2.6 
ausgewertet. Die aromatischen Aminosäuren sind farbig hinterlegt und die aus dem Hämocyanin bekannte 
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Domänenstruktur in orange (1. Domäne), blau (2. Domäne) und rot (3. Domäne) gekennzeichnet. Der im 
Hexamerin von Blaberus discoidalis vorhandene Einschub in der zweiten Domäne liegt in der Tertärstruktur 
wahrscheinlich an der Proteinoberfläche [377]. Die Pfeile kennzeichnen die Positionen der Histidine, die bei 
Hämocyaninen das aktive Zentrum koordinieren. Für das Alignment wurden folgende Sequenzen verwendet: 
Pera_301= korrigierte Per a 3.01-Sequenz, Pera_30201= Per a 3.0201= AAB 09632, Bla_d_Hx= AAA 74579.  

 

Eine Übersicht über die AS-Sequenz-Identitäten und -Ähnlichkeiten des Alignments gibt 
Tabelle 4-1.  

 Per a 3.01 Per a 3.0201 Bla d Hx

Per a 3.01 
685 
0 
0 

65% 
77% 
8% 

52% 
68% 
6% 

Per a 3.0201  
452 
535 
58 

631 
0 
0 

49% 
65% 
13% 

Bla d Hx 
387 
504 
48 

364 
478 
102 

733 
0 
0 

Tabelle 4-1: Aminosäure-Sequenzidentitäten und Ähnlichkeiten aus dem Schaben-Hexamerin-Alignment 
(Abb. 4-6).  

Die Auftragung entspricht der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile gibt die Identitäten der 
Aminosäuren an, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosäuren und die dritte Zeile jeweils den 
Anteil der Lücken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern sind die Angaben in Form der 
Aminosäureanzahl und bei den weiß hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.  
 

Wie in der Literatur für Hexamerine beschrieben, ist auch bei diesem Alignment eine 
Häufung der Aromaten in der zweiten Domäne (blau) zu beobachten, die allerdings im 
Vergleich zur dritten Domäne (rot) nicht stark ausgeprägt ist [222]. Auffällig ist allerdings, 
dass in der dritten Domäne die aromatischen Aminosäuren stärker konserviert zu sein 
scheinen als in den beiden anderen Domänen (Abb. 4-6). Ob dies in Zusammenhang zu der 
besonderen Struktur der dritten Domäne steht, die sich bei Arthropoden-Hämocyaninen aus 
einem siebensträngigem antiparallelem β-Faltblatt zusammensetzt [352] und damit der 
Faltungsstruktur von Immunglobulinen (IgG) ähnelt [378], bleibt zu überprüfen.  

Im Hinblick auf die Funktion der Hämocyanine als Sauerstofftransportproteine ist zudem die 
zweite Domäne von Interesse. Diese weist bei Hämocyaninen ein vier-α-Helix-Bündel auf, 
welches die sechs Histidine beinhaltet, die das aktive dinucleäre Kupfer-Zentrum 
koordinieren [226, 285, 352, 379, 380].  

Trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten in der Hämocyanin-Superfamilie sind innerhalb der 
Hexamerine die meisten dieser sechs Histidine nicht konserviert [353, 356, 381-384]. 



4 Diskussion 

 

Seite 201 

Dies gilt auch für die Per a 3-Isoformen und das Hexamerin von Blaberus discoidalis 
(Bla d Hx). Bei diesen sind fünf (Per a 3.01) bzw. alle sechs der zur Kupfer-Koordination 
benötigten Histidine substituiert. Im Alignment in Abb. 4-6 sind die Positionen dieser 
Austausche mit Pfeilen gekennzeichnet.  

Durch diese Substitutionen haben Hexamerine die Fähigkeit verloren Sauerstoff zu binden 
[151]. Auch für die nicht vollständig sequenziell bekannte Per a 3-Isoform Per a 3.03 konnte 
über Absorptionsmessungen bei 340 nm bestätigt werden, dass in diesem Protein kein 
oxygeniertes Kupfer-Zentrum vorhanden ist (Abschnitt 3.3.2.5).  

Bei der Hexamerin-Familie ist insgesamt die Variabilität auf Sequenzebene deutlich höher 
als innerhalb der funktionell festgelegten Hämocyanine [150]. Bis auf die hexamere Struktur 
scheinen weder bei den Hexamerinen, noch innerhalb der Arylphorine stringent konservierte 
Merkmale vorhanden zu sein. Offenbar war die Erhaltung der hexameren Struktur während 
der Evolution der Hexamerine die einzige Limitierung [151]. Das mit der Oligomerisierung 
einhergehende Molekulargewicht von ca. 500 kDa ermöglicht es den Hexamerinen dem 
schnellen Turnover kleinerer Proteine zu entgehen und auf diese Weise ohne große 
Veränderungen des osmotischen Druckes eine große Anzahl an Aminosäuren zu speichern 
[153]. 

4.1.2.3 Hexamerine in der Unterordnung der Schaben 
In den folgenden Abschnitten werden zunächst die für diese Arbeit interessanten/relevanten 
Hexamerine kurz vorgestellt, wobei insbesondere im Hinblick auf eventuelle Kreuz-
reaktionen die Hexamerine aus der Unterordnung der Schaben (Blattodea) von besonderem 
Interesse sind. Anschließend werden möglichen Funktionen von Per a 3 im Kontext der 
Literatur diskutiert. 

Bereits seit vielen Jahrzehnten wird intensiv an Hexamerinen aus Insekten geforscht, wobei 
auf diesem Gebiet zunächst eine breit gestreute Nomenklatur verwendet wurde, die u.a. nach 
dem Vorschlag von Telfer und Kunkel homogenisiert und vereinfacht wurde [153]. 

Die allerersten Hexamerine wurden als Larvale-Serum-Proteine (LSP) bezeichnet und in 
Larven aus der Ordnung der Diptera gefunden [385]. Später wurden diese Proteine auch bei 
den Lepidoptera und inzwischen in allen bisher untersuchten Insektenspezies gefunden [151, 
386]. Insbesondere bei hemimetabolen Insekten wie den Schaben sind die Informationen 
allerdings noch sehr lückenhaft. Bis jetzt konnten Hexamerine in sechs Spezies der 
Unterordnung Blattodea identifiziert werden: der Amerikanischen Schabe (Periplaneta 
americana), der Deutschen Schabe (Blattella germanica), der Orientalischen Schabe (Blatta 
orientalis), der Australischen Schabe (Periplaneta australasieae), der Braunbandschabe 
(Supella longipalpa) sowie der Südamerikanischen Schabe (Blaberus discoidalis) [222, 387-
389]. An dieser Stelle ist erneut festzuhalten, dass bis auf Per a 3 bisher keines dieser 
Hexamerine als Allergen identifiziert wurde. 
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Die Ergebnisse der zum Teil noch lückenhaften biochemischen und –physikalischen Charak-
terisierung dieser Hexamerine sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst.  
 

Spezies Mr-nativ Mr-UE S-Wert Anteil an 
aromatischen AS 

Referenzen 

512 kDa 80 kDa 19 S  148 Periplaneta 
americana 465 kDa 73 kDa 17 S 16.8% Tyr + Phe + Trp 

(Per a 3.01), 
16.5% Tyr + Phe + Trp 
(Per a 3.0201) 

138 

148 

Blattella 
germanica 

476 kDa 

(370 kDa) 

80 kDa 
 (73 kDa) 

19 S 
 (17 S) 

15.4% Tyr + Phe 389  

(390) 

Blatta 
orientalis 

507.9 bis 
519.3 kDa 

88.1 kDa  
84 kDa 

18 S 25.1% Tyr + Phe + Trp, 388, 391 

Periplaneta 
australisae 

  16 S  387 

Supella 
longipalpa 

  16 S  387 

Blaberus 
discoidalis 

 86.1 kDa  21% Tyr + Phe 222 

Tabelle 4-2: Identifizierte und teilweise charakterisierte Hexamerine aus verschiedenen Schabenspezies. 
Die eingeklammerten Werte wurden der eingeklammerten Referenz entnommen. Bis auf Per a 3 ist keines 
dieser Hexamerine als Allergen klassifiziert [105].  
 

Bekannt ist, dass alle diese Proteine Hexamerine sind. Ob sie allerdings alle wie Per a 3 
Arylphorine sind oder eventuell den anderen Hexameringruppen (Abb. 4-5) zuzuweisen sind, 
wurde für Periplaneta fuliginosa und Supella longipalpa noch nicht untersucht. Das 
Hexamerin aus Blattella germanica wurde als Arylphorin identifiziert [389, 390] und wird 
von Alexandra Beusch in unserem Institut charakterisiert. Bei ersten Untersuchungen wurden 
auch Kreuzreaktion von polyklonalen anti-P II-AK mit diesem Hexamerin aus Blattella 
germanica und mit einem Protein -wahrscheinlich ebenfalls das Hexamerin- aus dem Crude-
Extrakt von Blatta orientalis beobachtet [390]. Weitere Kreuzreaktionen dieses Hexamerins 
wurden in der Literatur mit Ouchterlony-Tests mit zahlreichen anderen Extraktproteinen aus 
der Ordnung der Dictyoptera beschrieben [387]. Diese kreuzreagierenden Proteine wurden 
allerdings nicht weiter charakterisiert.  

Neben der lückenhaften biophysikalischen Charakterisierung sind die Hexamerine aus den 
Schaben auch funktionell noch nicht umfassend untersucht, sodass in den folgenden Ab-
schnitten, in denen die möglichen Funktionen der Hexamerine näher erläutert werden, soweit 
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möglich der Forschungsstand der Schaben-Hexamerine berücksichtigt wurde. Ansonsten 
wurde auf den Wissenstand von Hexamerinen aus anderen Ordnungen zurückgegriffen. 

Die Funktion dieser Proteingruppe ist von großem Interesse, da über das Vorhandensein und 
die Expression allergener Per a 3-Isoformen deren Auftreten im Hausstaub und die Allergen-
exposition bei Patienten zu erklären sind. 

4.1.2.4 Allergene Hexamerine als Speicherproteine? 
Wie bereits erläutert, wurden die ersten Hexamerine als Larven-spezifische Proteine 
identifiziert. Als primäre Funktion dieser Hexamerine wird bis heute die Verwendung als 
Speicherproteine angesehen. D.h. sie werden vom Insekten-Fettkörper synthetisiert, akkumu-
lieren in außergewöhnlich hohen Mengen in der Hämolymphe und dem Fettkörper und 
dienen während der Metamorphose als Energielieferant und als Quelle für Aminosäuren [z.B. 
147, 153, 222, 392-399]. Obwohl hemimetabole Insekten kein Puppenstadium durchschreiten 
sind auch für diese Tiere Speicherproteine von hoher Wichtigkeit, da sie kurz vor bis nach 
der Häutung die Nahrungsaufnahme einstellen [147, 388].  

Insgesamt sind in Insekten offensichtlich verschiedene Serumproteine des Hexamerin-Typs 
vertreten: Larven-spezifische Hexamerine, die entwicklungsabhängig exprimiert werden und 
zum anderen Hexamerine, die auch weiterhin in adulten Tieren vorhanden sind [387, 389, 
400]. Das Auftreten dieser unterschiedlich exprimierten Hexamerine wird im Folgenden kurz 
erläutert und in Zusammenhang zu den isolierten Per a 3-Isoformen Per a 3.03 und P II 
gebracht. 

Larven-spezifische Hexamerine 

Bei Schaben wie z.B. Blatta orientalis wurde gezeigt, dass die Hexamerine vor der Häutung 
die größte Proteinmasse in der Schabenhämolymphe darstellen, von denen einige bereits kurz 
nach der Häutung in der Hämolymphe kaum noch nachgewiesen werden können [387, 400]. 
Solche Larven-spezifischen Proteine wurden auch bei Periplaneta americana und P. 
australasiase beschrieben [387]. Innerhalb der Ordnung der Dictyoptera sind solche 
Speicherproteine deutlich kreuzreagierende Antigene [387].  

Bei Per a 3.03 könnte es sich eventuell in Periplaneta americana um ein solches Larven-
spezifisches Protein handeln: diese Per a 3-Isoform war anteilsmäßig gegenüber P II und 
gegenüber der ersten verwendeten Hämolymphcharge in deutlich reduzierter Menge im 
Extrakt vorhanden, was auf eine stadienspezifische Expression hinweisen könnte (Abschnitt 
3.1.2); allerdings wäre auch eine geschlechtsspezifische Expression denkbar.  

Um diese Theorie zu überprüfen, sollte der Per a 3.03-Gehalt über SDS-PAGE und/oder 
Western-Blot mit anti-Per a 3.03-Antikörpern bei einzelnen Individuen stadien- und 
geschlechtsspezifisch überprüft werden. Diese Ergebnisse würden nicht nur zur Aufklärung 
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der Funktion dieses Hexamerins beitragen, sondern wären auch ein wichtiger Bestandteil im 
Hinblick auf das Spektrum der Allergenexposition. 

Generell ein wichtiger Punkt vor allem der bei Periplaneta americana durchgeführten 
entwicklungsabhängigen Untersuchungen ist das Vorhandensein von Vitellogenin in der 
Schabenhämolymphe, welches bereits in Zusammenhang mit der von Wu et al. 
aufgereinigten Cr-PI-Fraktion angesprochen wurde (Abschnitt 4.1.1). Vitellogenin ist ein 
stark entwicklungsabhängiges Protein, welches weibchenspezifisch während der Vitello-
genese exprimiert wird [324, 389, 401]. Dessen natives Molekulargewicht von 596 kDa ist 
dem der Hexamerine sehr ähnlich [324], sodass insbesondere bei älteren Studien ohne 
Sequenznachweis oder spezifische Antikörper-Detektion nicht auszuschließen ist, dass bei 
den beobachteten stadienspezifischen Effekten eventuell Vitellogenin mit einbezogen wurde.  

Generell sind Vitellogenine und Hexamerine in ihrer Sequenz deutlich zu unterscheiden. Bei 
Periplaneta americana sind bisher zwei unterschiedliche Vitellogenine bekannt (Vitellogenin 
1 und 2) [227, 228], die zu den Per a 3-Proteinen lediglich zu 2% bzw. 5% identisch sind und 
nur 8% bzw. 12% isofunktionelle Aminosäuren aufweisen (Alignment nicht gezeigt). Diese 
Vitellogenine enthalten mit 6% bis 10% auch nur einen geringen Anteil an aromatischen 
Aminosäuren. Nicht auszuschließen ist allerdings, dass einzelne Aminosäuren der 
Hexamerine zum Aufbau der Vitellogenine herangezogen werden und darüber eine Asso-
ziation von Hexamerinen, Reproduktion und Vitellogenese gegeben sein kann [402]. 

Hexamerine in adulten Tieren 

Zusätzlich zu diesen stark entwicklungsabhängigen Hexamerinen wurden bei Dipteren z.B. 
bei der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata ein Hexamerin identifiziert, welches in der 
Hämolymphe auch mindestens bis ins frühe adulte Stadium vorhanden bleibt [403]. Ähnliche 
Ergebnisse sind auch aus der Ordnung der Hymenoptera bei Ameisen bekannt [404, 405]. 
Auch in der Unterordnung der Blattodea wurde bei Blattella germanica und Blatta orientalis 
explizit von einem Hämolymph-Protein berichtet, welches in nicht zu vernachlässigenden 
Mengen in adulten Individuen noch bis einen Monat nach der letzten Häutung nachgewiesen 
werden konnte [387, 389, 400].  

Der hohe Proteinanteil von P II in dem Hämolymph-Extrakt von Periplaneta americana, der 
sich aus der Hämolymphe verschiedenen Entwicklungsstadien von Weibchen und Männchen 
zusammensetzte, ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass in P. americana mit P II offen-
sichtlich ein Hexamerin im adulten Stadium existiert. Zu P II homologe Proteine könnten 
ebenfalls in Blattella germanica und Blatta orientalis vorhanden sein: in ersten Western-
Blot-Experimenten wurde eine spezifische Bindung der polyklonalen anti-P II-AK an 
Proteine aus den Crude-Extrakt der beiden Spezies beobachtet [390]. Umso erstaunlicher ist 
es, dass bisher kein zum Per a 3-homologes Allergen identifiziert wurde. 
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Da für Per a 3 erst kürzlich nachgewiesen wurde, dass es auch mit den Fäkalien der 
Amerikanischen Schabe ausgeschieden wird [53], würden durch das Vorhandensein 
unterschiedlich exprimierter Hexamerine, Per a 3-Allergene entwicklungsunabhängig aus-
geschieden werden, in den Haustaub gelangen und zu einer stetigen Allergenexposition des 
Patienten mit beitragen.  

Im Hinblick auf die Terminologie ist aufgrund der offensichtlich unterschiedlichen 
Hexamerin-Typen zu empfehlen, dass der klassische Begriff von Speicherproteinen: 
Synthese vom Fettkörper, Entlassung in die Hämolymphe und Reabsorption in den 
Fettkörper auch nur für solche Proteine verwendet wird, die diesen Weg nachweislich 
beschreiten. [z.B. 153, 374, 375, 395, 404-406]. Demzufolge sind die Per a 3-Isoformen 
eindeutig Arylphorine und auch Hexamerine. Ob diese Isoformen allerdings auch im 
klassischen Sinn Speicherproteine sind, muss experimentell noch bestätigt werden. 

Zusätzlich zur Rolle als Speicherprotein werden für Hexamerine in Insekten weitere 
mögliche Funktionen beschrieben [z.B. 147, 393, 407, 408]. Von diesen werden in den 
folgenden Abschnitten die Funktion als Transport- bzw. Liganden-Bindungsprotein sowie die 
Beteiligung an der humoralen Immunabwehr und dem Aufbau der Cuticula diskutiert und 
mögliche Nachweismethoden für Per a 3 angeschnitten. Insbesondere der Einbau von Per a 3 
in die Cuticula wäre ein entscheidender Faktor im Hinblick auf die Allergenexposition der 
Patienten. 

4.1.2.5 Rolle als Transport- bzw. Ligandenbindungsprotein 
Eine mögliche Funktion der Hexamerine wird im Transport- bzw. bei der Bindung von 
Liganden vermutet. Einige Hexamerine wie z.B. aus der Motte Hyalophora cecropia können 
kleine organische Metabolite wie Riboflavin oder Biliverdin mit hoher Affinität binden [409, 
410]. Eventuell können Hexamerine auch als Transporter für Phenole oder cuticuläre 
Proteine dienen, die zur Hypodermis transportiert und für die Polymerisation und Bräunung 
der Cuticula benötigt werden [381, 387, 411, 412]. Die exakte physiologische Rolle dieser 
Stoffgruppe insbesondere der Interaktionen mit Riboflavin und Biliverdin, ist jedoch noch 
unsicher [409, 410]. 

Auch bei den Per a 3-Proteinen könnte eine ähnliche Funktion vermutet werden: je nach 
Reinigungsprozedur wurde in den Absorptionsspektren der Per a 3-Proteine eine Absorption 
bei ca. 340 nm beobachtete (Abschnitt 3.3.2.5), die nicht wie bei den Hämocyaninen auf ein 
oxygeniertes Kupferzentrum, sondern eventuell auf gebundenes Riboflavin hinweisen könnte 
[291]. Dieses absorbiert bei 266 nm, 350 nm und 440 nm. Die charakteristische Absorption 
von Biliverdin liegt bei ca. 380 nm und 680 nm. Ob Per a 3 tatsächlich in der Lage ist solche 
organischen Metabolite zu binden, könnte mittels isothermer Titrationskalorimetrie unter 
Zugabe der Metabolite überprüft werden. In Anbetracht der limitierten Per a 3-Menge konnte 
dieser Versuch jedoch nicht mehr durchgeführt werden. 
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4.1.2.6 Rolle bei der Immunabwehr 
Zusätzlich zur Funktion als Speicher- und Transportproteine wird für Hexamerine ebenfalls 
eine Beteiligung bei der Immunabwehr diskutiert. Bei der Immunabwehr von Insekten kann 
zwischen einer zellulären Reaktion in Form von Phagocytose und einer humoralen Reaktion 
unterschieden werden [413]. Für die humorale Reaktion ist das grundlegende antibakterielle 
Agens bei Insekten und allgemein der Arthropoden das Lysozym, welches bei den Insekten 
zuerst von Cappellato und Narpozzi 1960 entdeckt wurde [413, 414]. Außerdem stehen für 
die humorale Reaktion weitere antibakterielle Peptide zur Diskussion [415]. 

Von Mitgliedern der Hämocyanin-Familie ist u.a. bei Pennaeus vannamei und P. stylirostris 
bekannt, dass in der Hämolymphe antifungale Peptide unterschiedlichen Molekulargewichts 
vorhanden sind, die eine 95%ige bis 100%ige Sequenzidentität zur C-terminalen Domäne 
(dritte Domäne) des Hämocyanins aufweisen [416, 417] [415]. Diese Fragmente waren in der 
Hämolymphe verstärkt durch eine mikrobielle Infektion induzierbar (Abb. 4-7) [417]. 

Kontrolle

Hc-Fragment

 

Abb. 4-7: Konzentrationsanstieg des C-terminalen Fragments von Hämocyanin in der Hämolymphe 
von Pennaeus vannamei nach mikrobieller Injektion [417]. Die mikrobielle Infektion führte nach 6 Tagen 
zu einem maximalen Anstieg des C-terminalen Fragments von Hämocyanin in der Hämolymphe der Tiere.  

 

Vom Hämocyanin aus Eurypelma californicum ist ebenfalls bekannt, dass die erste Domäne 
der Untereinheit a offenbar als 45 kDa-Peptid abgespalten werden kann und eventuell in die 
Immunabwehr der Arthropoden involviert sein könnte [418]. Weitere diesbezügliche 
Untersuchungen stehen allerdings auch dort noch aus.  

Auch bei Per a 3 konnte auf SDS-Gelen bei Per a 3.03 und P II unter nicht näher bestimmten 
Bedingungen eine solche Bande bei ca. 45 kDa beobachtet werden, die ebenfalls vom anti-
Per a 3.03- bzw. anti-P II-Antikörpern erkannt wurde (Abb. 3-41). Diese Bande wurde in 
dieser Arbeit nicht weiter identifiziert, sollte jedoch, um die Rolle von Per a 3 bei der 
Immunabwehr der Schaben näher beleuchten zu können, als potentielles antimikrobielles 
Peptid z.B. durch Wachstumshemmung und Hemmhofbildung diverser Pathogene im Loch-
plattentest untersucht werden. Ein ähnliches Experiment wurde bereits von Dorothea Nillius 
in unserem Institut mit fragmentiertem Hämocyanin von Eurypelma californicum durch-
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geführt, blieb jedoch -eventuell aufgrund der Probenkonzentration oder aufgrund der 
verwendeten Pathogene- negativ [415].  

Ebenfalls bei Periplaneta americana wurde beobachtet, dass durch die Immunisierung mit 
Bienengift in der Hämolymphe ein 600 kDa-Protein (nativ) induziert wurde. Zusätzlich zu 
einer hoch exprimierten Proteinbande bei 102 kDa wurde dabei auf der SDS-PAGE ebenfalls 
durch das Bienengift induzierte Banden bei 80 kDa und 45 kDa beobachtet [419]. Aufgrund 
des nativen Molekulargewichts von etwa 600 kDa sowie der 80 kDa-Proteinbande des 
denaturierten Proteins könnte es sich bei diesem induzierten Protein um Per a 3 (respektive 
Per a 3.03) gehandelt haben (Abb. 3-31).  

Somit weisen verschiedene Indizien darauf hin, dass die Per a 3-Allergene in Periplaneta 
americana an der humoralen Immunantwort beteiligt sein könnten.  

Insgesamt wird trotz der noch lückenhaften Datenlagen die Beteiligung an der Immunabwehr 
in Arthropoden als mögliche funktionelle Verbindung zwischen den Mitgliedern der 
Hämocyanin-Superfamilie diskutiert [351]. 

4.1.2.7 Rolle als Strukturproteine: Einbau in die Cuticula 
Eine weitere mögliche Funktion von Hexamerinen könnte beim Einbau in die Cuticula als so-
genannte Strukturproteine zu finden sein. Da Insekten sich in ihrer Entwicklung immer 
wieder häuten, könnten allergene Hexamerine über die Exuvien und den Zerfall der Tiere im 
Hausstaub akkumulieren. 

Um den Einbau dieser Proteine in die Cuticula besser nachvollziehen zu können, wird im 
Folgenden zunächst der Aufbau der Insektencuticula und anschließend deren Zusammen-
setzung erläutert. 

Bei der Insekten-Cuticula sind verschiedene Schichten zu unterscheiden: die Endo-, Exo- und 
Epicuticula (Abb. 4-8). Die Hauptbestandteile dieser Schichten werden zum Teil von der 
darunter liegenden Epidermis synthetisiert [420].  

Die Endocuticula ist nicht sklerotisiert und enthält im Wesentlichen das Polysaccharid Chitin 
sowie Hydratwasser und Proteine. Die Exocuticula enthält ebenfalls Chitin und Proteine, 
jedoch zusätzlich auch Diphenole, wie z.B. N-Acetyldopamin (NADA), die über oxidative 
Polymerisation zur Sklerotisierung und auch zur Bräunung dieser Schicht beitragen [421, 
422]. Diesen Schichten aufliegend befindet sich die Epicuticula, die zum Großteil aus 
Lipiden und Phenolen besteht (Abb. 4-8) [420, 423]. 
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Abb. 4-8: Schematischer Aufbau der Insektencuticula, bei der die Endo-, Exo- und Epicuticula unter-
schieden werden können [420]. Die Hauptbestandteile dieser Schichten werden zum Teil von darunter 
liegenden Epidermis synthetisiert [420]. 

 

Von besonderem Interesse in der Insekten-Cuticula sind in Zusammenhang zu den Per a 3-
Allergenen die Proteine, die in die Cuticula eingebaut und über Phenoloxidasen mit 
Diphenolen kreuzvernetzt werden können („Cross-linking“). Diese partielle enzymatisch-
gesteuerte Reaktion wird als Chinongerbung bezeichnet. Sie wurde erstmals von Pryor 1940 
formuliert und wurde inzwischen vielfach modifiziert [424, 425]. 

U.a. bei Periplaneta americana wurde bereits in den frühen 70iger Jahren festgestellt, dass 
die in die Cuticula eingebauten Proteine ursprünglich aus der Hämolymphe stammten [411, 
426-430]. Fox und Seed hatten bei Periplaneta americana als erste mindestens zwei solcher 
Hämolymph-Proteine gefunden, die sogar mit unveränderten antigenen Determinanten in die 
Cuticula eingebaut wurden. Eine genauere Identifizierung dieser Proteine als über Immun-
diffusion hatten die Autoren jedoch nicht vorgenommen [411].  

Einen weiteren Hinweis auf den Einbau von Hämolymph-Proteinen in die Cuticula lieferte 
bei Periplaneta americana die Beobachtung, dass sich der Proteingehalt und die Protein-
Zusammensetzung in Abhängigkeit zu den Häutungszyklen verändert [411]. Bei Blatta 
orientalis konnte von Kunkel and Lawler demonstriert werden, dass die Hexamerin-
konzentration zwei Tage vor der Häutung maximal ansteigt. Zu diesem Zeitpunkt findet 
vermutlich ebenfalls die Exo- und Endocuticula-Synthese statt [387, 431-433]. Da 
Periplaneta americana wie Blatta orientalis ebenfalls zur Familie der Blattidae zählt, könnte 
die Synthese der Per a 3-Proteine -zumindest einer der isolierten Isoformen- ähnlich 
entwicklungsabhängig stattfinden. Eine ähnliche Hypothese wurde für die Per a 3-Proteine 
bereits in dem Abschnitt 4.1.2.4 formuliert. 

Ein weiterer Punkt, der für die mögliche Involvierung der Per a 3-Proteine bei den Skleroti-
sierungsprozessen in der Cuticula spricht, ist deren hoher Anteil an Tyrosinen (10.5.% bzw. 
10.8%) [138]. Tyrosine, die an der Proteinoberfläche lokalisiert sind, können über Hydroxy-
lierung und Oxidation direkt kovalent miteinander verknüpft werden oder auch über nieder-
molekulare phenolische Verbindungen (die zu ortho-Diochinonen oxidiert werden) mit-
einander verbrückt werden [434]. Dass Hexamerine durchaus z.B. von Tyrosinasen effizient 
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kreuzvernetzt werden können, konnte durch in vitro Studien eindeutig gezeigt werden [435, 
436]. Als weiteres Indiz dafür, dass auch die Per a 3-Allergene kreuzvernetzt werden können 
ist die Beobachtung der 250 kDa großen Proteinbande auf SDS-Gelen, die von anti-P II-AK 
erkannt wurde und ebenfalls massenspektrometrisch eindeutig als P II identifiziert werden 
konnte (Abb. 3-35, Abb. 3-41). Diese Bande blieb trotz der denaturierenden Bedingungen auf 
den SDS-Gelen nachweisbar. 

Der Einbau von Hexamerinen in die Cuticula erfolgt ohne proteolytische Spaltung, wie in 
vivo eindeutig bei Calliphora viccina gezeigt wurde [396, 437]. Da dieses Hexamerin 
lediglich vom Fettkörper synthetisiert wird, mussten diese in die Cuticula eingebauten 
Hexamerine aus der Hämolymphe stammen und wurden nicht z.B. von der Epidermis neu 
synthetisiert [438, 439]. 

Auch von anderen Mitgliedern der Hämocyanin-Superfamilie sind ähnliche Ergebnisse 
hinsichtlich der Kreuzvernetzung und dem Vorkommen in der Cuticula bekannt [381].  

Das Hämocyanin von Penaeus japonicus wurde in der Endo- und Exocuticula der Tiere 
nachgewiesen [440]. Und auch das Hämocyanin von Eurypelma californicum konnte nicht 
nur aus der Spinnen-Cuticula extrahiert werden, sondern die Hämocyanin-Untereinheiten 
konnten sogar in Gegenwart phenolischer Substanzen und einer Tyrosinase quervernetzt 
werden (Abb. 4-9) [434, 441].  

A     B  

Abb. 4-9: Nachweis (A) von Hämocyanin (Hc) in der Cuticula von Eurypelma californicum und (B) der 
Quervernetzung von Hämocyanin durch Tyrosinasen [434]. 

A) Western Blot der extrahierten Proteine aus Exuvien von Eurypelma californicum. Als primärer AK 
wurden institutseigene polyklonale AK gegen dissoziiertes Eurypelma-Hämocyanin verwendet. E= Ringer-
Extrakt (konzentriert), M= BioRad-Proteinstandard. Die Pfeile markieren die detektierten Hämocyanin (Hc)-
Banden. Die Molekulargewichte des Markers sind in kDa angegeben.  

Aus den Exuvien konnten Hämocyanin bzw. Fragmente von Hc extrahiert werden [434]. 

B) 7.5%ige SDS-PAGE von über eine Tyrosinase kreuzvernetze Hämocyanine. M= BioRad-Protein-
standard, 1= Hc (frisch), 2= Hc (inkubiert), 3= Hc + Tyrosinase, 4= Hc + Tyrosinase + 33 μM L-Tyrosin, 5= 
Hc + Tyrosinase + 33 μM L-Tyrosin + 33 μM L-DOPA.  

In Gegenwart der Tyrosinase kann Hämocyanin zu höher molekularen Proteinbanden kreuzvernetzt werden. 
Die Proteinbanden bei 140 kDa in den Spuren 3, 4 und 5 wurde eindeutig dimerem Hämcyanin zugeordnet. 
Bei den hochmolekularen Banden von über 150 kDa könnte es sich um weitere Hämocyanin-Aggregate 
gehandelt haben [434]. 
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Beim Cryptocyanin aus Cancer magister konnten Terwillger et al. in beeindruckender Weise 
zeigen, dass dieses Protein in deutlicher Abhängigkeit zu den Häutungszyklen in der 
Hämolymphe akkumulierte. Kurz vor der Häutung wurde es aus der Hämolymphe depletiert 
und gelangte über die Epidermis in die Endocuticula, wo es über Antikörper nachweisbar war 
[442]. Kurz nach der Häutung war es auch noch in der Exocuticula nachweisbar, wurde 
später aber offenbar, im Unterschied zum Hexamerin aus Calliphora viccina derart 
proteolytisch gespalten, dass die antigenen Determinanten zerstört wurden, sodass der Nach-
weisantikörper nicht mehr binden konnte [396, 437, 442].  

Auch für die Per a 3-Proteine wäre es interessant ähnlich angelegte Experimente über eine 
mögliche Kreuzvernetzung und den Nachweis der Per a 3-Isoformen in der Cuticula durch-
zuführen. Der Einbau von intaktem Per a 3 in die Schabencuticula wäre ein gravierender 
Faktor im Hinblick auf die Allergenexposition. Da sich die Amerikanische Schabe bis zur 
adulten Lebensform bis zu 14 mal häutet [443], könnten die Allergene aufgrund der Exuvien 
auch noch nach der Schabenbekämpfung nachhaltig im Hausstaub akkumulieren. 

Zusammenfassend gibt es für die Per a 3-Isoformen verstärkt Hinweise darauf, dass sie als 
Strukturproteine in die Cuticula eingebaut werden und auch proteolytisch gespalten als 
antimikrobielle Peptide bei der humoralen Immunabwehr in der Schabe eine Rolle spielen 
könnten. Mit Per a 3.03 könnte möglicherweise ein entwicklungsabhängiges Hexamerin und 
mit P II ein Hexamerin adulter Stadien in Periplaneta americana als allergene Isoformen 
vertreten sein. Der experimentelle Nachweis dieser Indizien steht noch aus. 
 

4.1.3 Zusammensetzung von P II 
Als zentrales Ergebnis dieser Arbeit stellten sich die massenspektrometrischen Ergebnisse 
der isolierten Per a 3-Isoformen heraus (Abschnitt 3.3.2.1). Die ursprünglich gewählten 
Proteinbezeichnungen waren dadurch nicht optimal und wurden basierend auf den massen-
spektrometrischen Ergebnissen mit der Bezeichnung Per a 3.03 und P II aktualisiert. Eine 
Übersicht der verwendeten und veralteten Bezeichnungen gibt Tabelle 4-3. 

aktuelle 
Bezeich-
nung 

zusätzliche in dieser 
Arbeit verwendete 

Bezeichnung  
Zusammensetzung  

interne 
veraltete 

Bezeichnung  
Referenzen 

Per a 3.03 80kDa-Per a 3-
Isoform 

Neue, sequenziell 
unbekannte Isoform Per a 3.1 Abschnitt 

3.3.2.1, 148 

P II 73kDa-Per a 3-
Isoform48 

Per a 3.01 (C12) 
Per a 3.0301 (C20) 

Per a 3.2 148  

Cr-PI --- 
Alle Proteine im CE 

von Periplaneta 
americana > 150 kDa 

--- 108 

Tabelle 4-3: Aktuelle Bezeichnungen der Per a 3-Isoformen und Per a 3-haltigen Extrakte inklusive deren 
Zusammensetzung. 
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Obwohl die massenspektrometrischen Daten eindeutig belegten, dass sich P II aus den zwei 
sequenziell bekannten Isoformen Per a 3.01 und Per a 3.0201 zusammensetzte, ließen sie 
keinen Rückschluss auf die Verhältnisse dieser Isoformen in P II zu. Theoretisch möglich 
wären daher, wie bereits in den Ergebnissen kurz angesprochen, drei prinzipiell unterschied-
liche Zusammensetzungen von P II: 

1. heterogenes Gemisch aus homogenen Per a 3-Hexameren (6 und 6):  

hexameres (6x) Per a 3.01 und hexameres (6x) Per a 3.0201, 

2. homogenes Gemisch aus heterogenen Per a 3-Hexameren (3+3 oder n+m):  

z.B. 2x Per a 3.01 + 4x Per a 3.0201 oder z.B. 3x Per a 3.01 + 3x Per a 3.0201, 

3. heterogenes Gemisch aus heterogenen Per a 3-Hexameren (n+m und m+n):  

z.B. 3x Per a 3.01 + 3x Per a 3.0201 und z.B. 2x Per a 3.01 + 4x Per a 3.0201. 

Weder auf der SDS-PAGE, noch in der Größenausschlusschromatographie, noch in 
Sedimentationsläufen in der analytischen Ultrazentrifuge war es möglich, die genaue P II-
Zusammensetzung der nativen Hexamere zu analysieren (Abschnitt 3.3), bzw. die einzelnen 
Komponenten getrennt von einander zu beobachten, obwohl die in P II enthaltenden Iso-
formen in rekombinanter (monomerer) Form auf der SDS-PAGE ein um 5 kDa unterschied-
liches Molekulargewicht aufwiesen: Per a 3.01 78 kDa und Per a 3.0201 72 kDa [142]. Diese 
Differenz zu dem Molekulargewicht der P II-Probe auf der SDS-PAGE (73 ± 1 kDa) könnte 
auf unterschiedliche Glykosylierungen zurückgeführt werden, die bei einer SDS-PAGE zu 
einer verringerten Mobilität führen und somit ein erhöhtes apparentes Molekulargewicht 
ergeben [444]. Ausgehend von der Sequenz besitzen Per a 3.01 und Per a 3.0201 je zwei 
potentielle N-Glykosylierungsstellen; da die rekombinanten Proteine jedoch in Escherichia 
coli exprimiert wurden, waren diese bei der Molekulargewichtsbestimmung auf der SDS-
PAGE nicht glykosyliert [138, 445].  

In wieweit die in dieser Arbeit isolierten Per a 3-Isoformen tatsächlich glykosyliert sind ist 
nicht bekannt. Bei einer ersten Detektion mit Concavalin A und einer Avidin-Peroxidase 
wurden im Lektinblot im CE und der HL (Auftrennung mittels SDS-PAGE) zahlreiche 
glykosylierte Banden beobachtet, die nicht deutlich differenziert werden konnten 
(Experiment nicht gezeigt). Dadurch war eine Zuordnung zu den Per a 3-Isoformen nicht 
eindeutig möglich und sollte daher mit den gereinigten Isoformen erneut überprüft werden.  

 

Eine partielle Differenzierung der in P II enthaltenen Isoformen gelang allerdings sowohl 
mittels IEF als auch mittels 2D-Immungelelektrophorese (Abschnitt 3.3.2.2, 3.3.2.6).  

Bei der IEF konnten in der nativen P II-Probe zwei Banden unterschieden werden, die einen 
etwas unterschiedlichen pHi von 6.4 und 6.5 aufwiesen (Abb. 3-37). Da es sich bei dieser 
Probe um native Proben handelte und von den Per a 3-Proteinen auch nicht bekannt ist, dass 
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sie auf Polyacrylamid-Gelen dissoziieren, musste diese Doppelbande auf zwei unter-
schiedlich geladene Hexamere zurückgeführt werden. Somit ist 2. auszuschließen, dass sich 
P II aus einem homogenen Gemisch aus heterogenen Per a 3-Hexameren zusammensetzt. 

Ebenfalls in der 2D-Immungelelektrophorese konnte bestätigt werden dass 2. auszuschließen 
war (Abschnitt 3.3.2.6): die gereinigte P II-Isoform trennte sich bereits in der ersten 
Dimension auf, sodass in der zweiten Dimension sowohl mit dem anti-Per a 3.03-AK, als 
auch mit dem anti-P II-AK je zwei Präzipitationsbögen unterschieden werden konnten (Abb. 
3-44, Immungel 7 und 8).  

Diese Präzipitationsbögen unterschieden sich deutlich in ihrer Ausprägung (Höhe), sodass 
entweder davon ausgegangen werden musste, dass die in P II enthaltenen Isoformen in unter-
schiedlichen Konzentrationsverhältnissen in P II vorhanden waren oder deutlich differierende 
Oberflächenepitope aufweisen mussten. Diese Fragestellung konnte jedoch durch diesen 
Versuch nicht eindeutig beantwortet werden.  

Ein weiteres Indiz auf die unterschiedliche P II Zusammensetzung lieferten die Stabilitäts-
experimente gegenüber unterschiedlichen pH-Werten (Abschnitt 3.3.2.7). Dort konnte mit 
zunehmender Inkubationszeit beobachtet werden, dass die typische hexamere P II-Bande 
zwar auf dem Coomassie-gefärbten Gel angefärbt wurde, jedoch die Bindung des anti-
Per a 3.03-AK mit zunehmender Inkubationszeit deutlich geringer wurde. Diese Beobachtung 
war besonders gut in der Probe bei pH 3.5 nach einer Woche Inkubation zu erkennen (Abb. 
3-56).  

Unter Einbeziehung der Bindung des anti-Per a 3.03-AK in der 2D-Immungelelektrophorese 
(Abb. 3-44, Immungel 7) ließ diese Beobachtung den Rückschluss zu, dass dieser Antikörper 
offenbar lediglich an eine der P II-Isoformen gut binden kann und zwar an die, die gegenüber 
Protonen eine geringere Stabilität aufwies. Die P II-Isoform, die auf dem Coomassie-
gefärbten Gel weiterhin gut als Hexamer zu beobachten war, könnte Peak 2 des Immungel 7 
(Abb. 3-44) entsprechen und weist die höhere pH-Stabilität auf. Bei Heterohexameren, 
bestehend aus Per a 3.01- und Per a 3.0201-Untereinheiten wären weder eine so deutlich 
unterschiedliche AK-Bindung (Kreuzreaktivitäten) noch pH-Stabilitäten zu erwarten 
gewesen. Somit waren 2. und 3. auszuschließen. 

Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse liegt daher die Schlussfolgerung nahe, dass in P II 
das unter 1. erläuterte heterogene Gemisch aus homogenen Per a 3-Hexameren enthalten ist, 
welches mit den eingesetzten Reinigungsprotokollen voneinander nicht separiert werden 
konnten. Damit sind die Per a 3-Proteine typische Hexamerine, deren Mitglieder über-
wiegend aus Homohexameren bestehen [153].  

In homohexameren Homologie-Modellen der in P II enthaltenen Isoformen wurden die 
linearen allergenen Epitope (bei Per a 3.01 identifiziert [140]) lokalisiert. Die homohexamere 
Struktur führt zu repetitiven Epitopen, die die allergene Potenz der Per a 3-Proteine erhöhen 
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können, wie die Untersuchungen von Hexameren und Dissoziat u.a. im Basophilen-
Aktivierungstest ebenfalls bestätigten (Abschnitt 3.3.2.8).  
 

4.1.4 Phenoloxidase-Aktivität 
Wie bereits angesprochen, werden für die enzymatische Kreuzvernetzung der Proteine in der 
Cuticula Phenoloxidasen und Phenole benötigt. Diese beiden Substanzen spielen ebenfalls 
bei der Immunabwehr der Insekten eine Rolle. Die Funktion und das Vorkommen solcher 
Phenoloxidasen in der Amerikanischen Schabe werden im Folgenden kurz erläutert und in 
Zusammenhang zu der in den Extrakten gemessenen Diphenoloxidase-Aktivtät diskutiert.  

In Insekten, wie in der Amerikanischen Schabe, kommen mindestens zwei unterschiedliche 
Phenoloxidasen vor: zum einen eine Phenoloxidase, die als Prophenoloxidase hauptsächlich 
in der Hämolymphe, respektive der Hämocyten der Tiere auftritt [290] und zum anderen eine 
Laccase, die in der linken Collateraldrüse bei Periplaneta americana identifiziert wurde 
[446]. Offenbar sind beide Enzyme u.a. ebenfalls in der Cuticula vorhanden und sind dort an 
den Sklerotisierungsprozessen, wie sie in Abschnitt 4.1.2.7 vorgestellt wurden, maßgeblich 
beteiligt [287, 288, 447-451]. 

Erstere ist eine Phenoloxidase, genauer spezifiziert eine Diphenoloxidase (Catecholoxidase), 
die nachweislich Diphenole zu zu ortho-Chinonen umsetzen kann. Die entstandenen Chinone 
können sowohl enzymatisch als auch nichtenzymatisch weiter zu Melanin polymerisieren 
[270, 452, 453]. Eindringende Mikroorganismen und Parasiten können durch Aktivierung 
dieser Phenoloxidase z.B. in ein Melaninnetz eingekapselt und unschädlich gemacht werden 
(Abb. 4-10) [415, 454]. 

 

Abb. 4-10: Schematische Darstellung des Immunsystems von Arthropoden [415].  

Für die angeborene Immunität ist bei den meisten Arthropoden das Prophenoloxidase-System ein wichtiger 
Faktor [415]. 
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Somit ist diese Diphenoloxidase ein zusätzlicher und wichtiger Bestandteil der in Abschnitt 
4.1.2.6 erläuterten Immunabwehr von Insekten. Ebenso wie z.B bei den Hämocyaninen von 
Eurypelma californicum und Limulus polyphemus kann die Aktivierung dieser Catechol-
oxidase mittels SDS, Trypsin oder Chymotrypsin erfolgen [270-272, 290, 455]. Inhibiert 
werden kann diese Phenoloxidase -ebenso wie die der Crustaceen und Cheliceraten- durch 
Phenylthioharnstoff (PTU) [229-231, 269, 440, 456-458]. 

Die Diphenoloxidase ist bei der Amerikanischen Schabe nachweislich an der Sklerotisierung 
der Ootheken, bei der Immunabwehr gegen eindringende Mikroorganismen und beim 
Wundverschluss beteiligt [231, 289]. Auch die Verwendung von Insektiziden verursacht eine 
erhöhte Melanisierungsrate in der Schabenhämolymphe [459]. 

Zweiteres Enzym ist eine Laccase, die in der Amerikanischen Schabe bereits 1960 von 
Whitehead et al. identifiziert wurde [446]. Diese unterscheidet sich u.a. von der Phenol-
oxidase dadurch, dass sie eine weniger starke Substratspezifität aufweist und zusätzlich zu 
ortho-Diphenolen auch para-Diphenole umsetzen kann [460]. Außerdem wird sie nicht durch 
PTU inhibiert und ist laut dieser Studie nicht in der Lage L-Tyrosin umzusetzen [446]. Bei 
Laccasen aus Pilzen ist beschrieben, dass sie ebenfalls Monophenole wie z.B. Tyrosin 
umsetzen können [461].  

In meiner Arbeit konnte sowohl in der Hämolymphe als auch im Crude-Extrakt durch den 
Umsatz von Dopamin eine Diphenoloxidase-Aktivität bei Periplaneta americana nach-
gewiesen werden. Wobei im Crude-Extrakt interessanter Weise diese Aktivität nur nach einer 
gelchromatographischen Trennung beobachtet werden konnte; eine Monophenoloxidase-
Aktivität konnte in keinem der Extrakte nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1.6). Die 
beobachtete Aktivität war weder durch das Einfrieren und Auftauen der Extrakte noch durch 
die Zugabe von SDS beeinflusst, wie es für die Phenoloxidase aus P. americana beschrieben 
ist [231]. Eine Inhibition durch das im Hämolymph- und Crude-Extrakt-Puffer enthaltene 
PTU wurde auch nicht beobachtet.  

Somit liegt die Schlussfolgerung nahe, dass es sich bei der in den Extrakten beobachteten 
Aktivität um die einer Laccase gehandelt haben muss. Diese Aktivität war keinenfalls auf die 
Per a 3-Allergene zurückzuführen, da u.a. in diesen Proteinen die für das aktive Zentrum 
benötigten Histidine fehlen.  

Bisher wurde in der Literatur lediglich von Laccasen in der Insektencuticula, der Epidermis, 
dem Mitteldarm, den Malpighischen Gefäßen und dem Fettkörper berichtet [287, 425, 449, 
462, 463]. Um zu überprüfen, ob die beobachtete Aktivität in der Schabenhämolymphe 
(Abschnitt 3.1.1.6,) stadien- und/oder geschlechtsspezifisch ist, oder ob die Aktivität z.B. auf 
Verunreinigungen des Hämolymphextraktes mit Fettkörper-Zellen zurückgeführt werden 
muss, sollte die Aktivität der Hämolymphe individualisierter Tiere z.B. im Dot-Blot 
überprüft werden.  
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Um zu verifizieren, ob die beobachtete Aktivität tatsächlich auf eine Laccase zurückgeführt 
werden kann, sollte in nachfolgenden Experimenten z.B. der Umsatz von para-Diphenolen, 
wie z.B. Hydrochinon und 3,4-Dihydroxybenzaldeyhd durch Hämolymph- und Crude-
Extrakt der Amerikanischen Schabe getestet werden. Interessant wären ebenfalls die Unter-
suchungen, ob diese Laccase ebenso wie Phenoloxidasen in der Lage sein kann, in Gegen-
wart von Diphenolen die Per a 3-Proteine miteinander quer zu vernetzen. Erste Studien mit 
einer Laccase aus Manduca sexta weisen darauf hin, dass dieses Enzym in vitro durch 
Zugabe von N-Acetylcatecholamin (NBAD) durchaus in der Lage ist rekombinant 
hergestellte cuticuläre Proteine zu oligomerisieren und sogar zu polymerisieren (Abb. 4-11) 
[425].  

 

Abb. 4-11: Kreuzvernetzung rekombinanter Proteine durch Laccase in Gegenwart von diphenolischem 
Substrat [425].  

Bei 36 kDa ist das monomere Protein und bei ca. 65 kDa ein sich spontan formendes Dimer des Proteins zu 
erkennen. In Gegenwart von NBAD kann die Laccase das Protein zu höheren Oligomeren sowie zu nicht mehr 
in die Gelmatrix einwandernden Aggregaten vernetzen. Die Reaktionen erfolgten bei pH 7.0 [425]. 

 

Zusammenfassend scheint es bei Periplaneta americana eine eng verknüpfte Assoziation von 
kreuzvernetztem Per a 3, Phenoloxidase-Aktivität, Immunantwort und dem Aufbau der 
Cuticula zu geben. 
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4.2 Per a 9 
Bei der Arginin-Kinase Per a 9 aus Periplaneta americana handelt es sich um ein sehr 
potentes Majorallergen, welches aus dem Crude-Extrakt der Amerikanischen Schaben isoliert 
werden konnte (Abschnitt 3.2). Dieses Proteine war bereits sequenziell bekannt und auch 
biochemisch teilweise charakterisiert [198, 214]. Die neu gewonnenen Ergebnisse werden auf 
Grundlage dieser Untersuchungen sowie im Zusammenhang zu anderen Arginin-Kinasen im 
Folgenden analysiert.  

4.2.1 Reinigung und Proteinausbeute  
Bereits Brown et al. isolierten u.a. unter Verwendung zweier chromatrographischer Schritte 
(Größenausschluss- und Anionenaustauscher-Chromatographie) mit einer Ausbeute von 
5.79% (w/w) eine sehr aktive Arginin-Kinase aus einem P. americana-Crude-Extrakt [214]. 
In meiner Arbeit konnte ich ebenfalls ausgehend von einem Crude-Extrakt, Per a 9 mit einer 
maximalen Ausbeute von 0.87% (w/w) isolieren. Bei dieser Reinigung war gegenüber Brown 
et al. die Reihenfolge der chromatographischen Schritte getauscht (erst Anionenaustauscher- 
und anschließend Größenausschlusschromatographie) [214].  

Trotz der deutlich geringeren Ausbeute gegenüber der bereits publizierten Methode, bestand 
der Vorteil des verwendeten Reinigungsprotokolls darin, dass damit gleichzeitig zwei 
Majorallergene der Amerikanischen Schabe und zwar Per a 9 und Per a 3 isoliert werden 
konnten (Abschnitt 3.2). Eine solche parallele Gewinnung könnte insbesondere für die 
pharmazeutische Allergengewinnung interessant sein. 

Auf diese Weise wurde eine monomere Arginin-Kinase isoliert, die auf der SDS-PAGE ein 
Molekulargewicht von 39 ± 1 kDa und in nativer Form im Gleichgewichtslauf in der 
analytischen Ultrazentrifuge ein Molekulargewicht von 35 kDa aufwies (Abb. 3-68). Beide 
Massenbestimmungen lagen in der Größenordnung von dem von Brown et al. über SDS-
PAGE und Gelfiltration ermittelten Molekulargewicht von 43 kDa [214] und sind auch mit 
dem aus der Sequenz errechneten Molekulargewicht von 39.7 kDa vergleichbar (Abschnitt 
3.4.3). Die etwas niedrigere Molekulargewichtsbestimmung von Per a 9 im Gleichgewichts-
lauf musste auf das Vorhandensein kleinerer Peptidfragmente zurückgeführt werden. Diese 
Peptidfragmente wurden durch längere Lagerungszeit in zunehmender Konzentration 
beobachtet und massenspektrometrisch eindeutig als Per a 9-Fragmente identifiziert 
(Abschnitt 3.4.1). Die offensichtlich in der Per a 9-Probe enthaltenen Proteasen führten nach 
langer Lagerung bei 4°C zum vollständigen Abbau von Per a 9, sodass dieses auf Polyacryl-
amid-Gelen nicht mehr nachweisbar war (Abb. 3-74, Abb. 3-75).  

Um eine Lagerung von intaktem Per a 9 zu gewährleisten sollte das Protein zukünftig bei 
tieferen Temperaturen gelagert oder dem isolierten Protein zusätzlich Protease-Inhibitoren 
zugesetzt werden. 
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4.2.2 Disulfidverbrückung und strukturelle Merkmale 
Die Konformation und Stabilität von Allergenen ist ein wichtiger Faktor für Konformations-
eptiope und damit verbunden für die Bindung von IgE-Antikörpern. Da Disulfidbrücken sich 
auf die native Struktur stabilisierend auswirkten [297], wird im Folgenden genauer auf die 
Ausbildung von Disulfidbrücken bei Per a 9 eingegangen. 

Wie bereits eingangs erläutert ist die komplette Primärstruktur von Per a 9 bekannt [212]. In 
dieser Sequenz sind fünf Cysteine vorhanden, die potentiell Disulfidbrücken ausbilden 
könnten. Zur Überprüfung, in wieweit diese Cysteine in Per a 9 auch tatsächlich Disulfid-
brücken ausbilden, wurde das elektrophoretische Laufverhalten von reduziertem (mit β-
Mercaptoethanol) und nicht-reduziertem (ohne β-Mercaptoethanol) Per a 9 auf einer SDS-
PAGE verglichen (Abb. 3-72). Da zwischen den Proben erstaunlicherweise kein Lauf-
unterschied festgestellt wurde, konnte rückgeschlossen werden, dass bei Per a 9 keine intra-
molekularen Disulfidbrücken ausgebildet sind. Allerdings steht dieses Ergebniss im 
Widerspruch zu der Veröffentlichung von Brown et al., die bei Per a 9 lediglich eine und 
nicht fünf Sulfhydrylgruppen detektierten und somit von zwei Disulfidbrücken auszugehen 
war [214]. Da die Autoren dem Protein jedoch bei der Extraktgewinnung β-Mercaptoethanol 
zugesetzt hatten, ist bereits das Ergebnis dieser publizierten Untersuchung widersprüchlich: 
durch den Einsatz von β-Mercaptoethanol hätten alle Disulfidbrücken reduziert und fünf 
Sulfhydrylgruppen nachgewiesen werden müssen.  

Aufgrund der offensichtlich widersprüchlichen und auch überraschenden Ergebnisse ist es 
sinnvoll, theoretisch ausgebildete Disulfidbrücken durch die Position der Cysteine in der 
Tertiärstruktur der Arginin-Kinase zu überprüfen. Allerdings ist weder von Per a 9, noch von 
der Arginin-Kinase aus Blattella germanica, noch von anderen allergenen Arginin-Kinasen 
die Tertärstruktur bekannt. Eine strukturell bekannte Arginin-Kinase aus Arthropoden ist die 
aus Limulus polyphemus [211, 225, 464]. 

Um zu überprüfen, in wieweit diese Arginin-Kinase mit den Arginin-Kinasen aus den 
Schaben sequenziell ähnlich ist und darüber eine strukturelle Ähnlichkeit impliziert werden 
kann [283], werden zunächst die sequenziellen Ähnlichkeiten (Abb. 4-12) und anschließend 
die strukturellen Eigenschaften (Abb. 4-13) beleuchtet. Besonderes Augenmerk liegt hierbei 
u.a. auf der Position der Cysteine. Diese sind im Sequenzalignment in blau, grün und gelb 
eingefäbt (Abb. 4-12). 
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Abb. 4-12: Sequenzalignment von Per a 9 mit den Arginin-Kinasen aus Blattella germanica (Bla g) und 
Limulus polyphemus (Lim p A).  

Die Proteine wurden mit ClustalX 1.83 alignt und mit Hilfe von GeneDoc 2.6 ausgewertet. In blau dargestellt 
sind die in der Sequenz konservierten Cysteine. Das fünfte Cystein bei Limulus polyphemus ist in gelb 
dargestellt, die fünften Cysteine aus den Schaben Arginin-Kinasen in grün. Diese Gruppe besitzt zueinander eine 
76-97% Sequenzidentität und 87-98% isofunktionelle AS. Für das Alignment wurden folgende Sequenzen 
verwendet: Per_a_9= AAT77152 Arginin-Kinase aus Periplaneta americana, Bla_g= ABC86902 Arginin-
Kinase aus Blattella germanica und Lim_p_A= 1M15A Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus.  
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Eine Übersicht über die AS-Sequenz-Identitäten und –Ähnlichkeiten in dem Alignment gibt 
Tabelle 4-4.  

 Per a 9 Bla g Lim p A

Per a 9 
356 
0 
0 

97% 
98% 
0% 

77% 
88% 
0% 

Bla g  
346 
350 
0 

356 
0 
0 

76% 
87% 
0% 

Lim p A 
274 
316 
3 

274 
315 
3 

357 
0 
0 

Tabelle 4-4: Aminosäure-Sequenzidentitäten und Ähnlichkeiten aus dem Arginin-Kinase-Alignment 
(Abb. 4-12).  

Die Auftragung entspricht der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile gibt die Identitäten der 
Aminosäuren an, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosäuren und die dritte Zeile jeweils den 
Anteil der Lücken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern sind die Angaben in Form der 
Aminosäureanzahl und bei den weiß hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.  
 

Die Arginin-Kinasen aus Periplaneta americana (Per a 9) und Blattella germanica (Bla g) 
weisen zueinander mit 97% eine sehr hohe Sequenzidentität auf (Tabelle 4-4). In der Primär-
sequenz dieser Arginin-Kinasen scheinen vier der fünf Cysteine konserviert zu sein. Diese 
sind im Alignment blau hinterlegt (Abb. 4-12). Das in gelb einfärbte Cystein ist bei den 
Arginin-Kinasen aus den Schaben nicht vorhanden. Diese besitzen stattdessen ein Cystein, 
welches im Alignment an Stelle von Valin 222 der Limulus polyphemus Arginin-Kinase 
positioniert ist und im Sequenzalignment sowie der Struktur in grün hervorgehoben ist (Abb. 
4-12, Abb. 4-13).  

Aufgrund der 76%igen bzw. 77%igen Identität der Arginin-Kinase aus L. polyphemus 
(Lim p A) zu den Schaben-Arginin-Kinasen sowie den vier konservierten Cysteinen, ist zu 
erwarten, dass Per a 9 und die Arginin-Kinase aus B. germanica eine ähnliche Struktur 
besitzen wie die Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus (Abb. 4-13). Daher können struk-
turelle Eingenschaften von Per a 9 anhand dieser Röntgenstruktur diskutiert werden. 

 

Durch diese Röntgenstruktur können die Dimensionen dieser Arginin-Kinase mit 60 Å x 
45 Å x 54 Å (Breite x Höhe x Durchmesser) bestimmt werden.  
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Abb. 4-13 Arginin-Kinase von Limulus polyphemus mit 1.2 Å Auflösung [1M15] [225, 464].  

Die eigentliche Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus ist ein dimeres Protein. Für die Übertragung auf die 
monomeren Arginin-Kinasen, basiert die dargestellte Struktur auf der Untereinheit A. 

A) Seitenansicht des Moleküls.  

B) Um 90° nach links gedrehte Seitenansicht. 

C) Um 90° nach oben gedrehte Seitenansicht. 

Die Proteinabmessungen sind wie folgt: 60 Å x 45 Å x 54 Å (Breite x Höhe x Durchmesser). Die N-terminale 
Domäne besteht aus α-helicalen Strukturen. Die größere C-terminale Domäne besteht aus einem antiparallelen 
β-Faltblatt, flankiert von α-Helices. In dieser Struktur sind in blau die konservierten Cysteine und in gelb ist 
das fünfte Cystein hervorgehoben. In grün dargestellt ist Valin 222, an dessen Stelle im Sequenzalignment das 
fünfte Cystein von Per a 9 positioniert ist. Zu den Aminosäuren des aktiven Zentrums zählt Cys 271. Die 
übrigen beteiligten Aminosäuren sind in der Tertiärstruktur in räumlicher Nähe zu diesem Cystein lokalisiert 
(nicht hervorgehoben) [465]. 

Sämtliche Cysteine inklusive Valin 222 haben einen Mindestabstand von 10 Å zueinander, sodass sie 
untereinander keine Disulfidbrücken ausbilden können. 

 

Strukturell können bei dieser Arginin-Kinase zwei Domänen unterschieden werden. Die N-
terminale Domäne besteht aus α-helicalen Strukturen und die größere C-terminale Domäne 

besteht aus einem antiparallelem β-Faltblatt, flankiert von α-Helices, wobei die Cysteine in 
beiden Domänen vertreten sind [211]. Je nach Literatur findet sich für die Ausbildung einer 
Disulfidbrücke ein Maximalabstand der Cα-Atome von 4.6 Å bis 6 Å, der nicht überschritten 
werden darf [466-468]. In dieser Struktur sind jedoch alle diese Cysteine -auch unter 
Berücksichtigung des an Stelle von Valin 222in Schaben vorhandenen Cysteins- mindestens 
10 Å von einander entfernt und somit nicht in der Lage Disulfidbrücken auszubilden.  

Somit bestätigt diese Struktur nicht nur die in dieser Arbeit gewonnenen experimentellen 
Daten, demnach bei Per a 9 keine Disulfidbrücken ausgebildet sind, sondern zusätzlich die 
mittels DLS erhaltenden Moleküldimensionen von Per a 9 von durchschnittlich 55.4 Å 
(Abschnitt 3.4). 
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4.2.3 Kreuzreaktionen innerhalb der Arginin-Kinasen 
Ein wichtiger Punkt für Kreuzreaktionen, auch für die immunologische Relevanz der Per a 9 
Arginin-Kinase ist deren Oligomerisierung. Denn bisher wurde lediglich von Kreuz-
reaktionen zwischen monomeren und nicht von monomeren mit dimeren Arginin-Kinasen 
berichtet [210, 214]. Ob in Periplaneta americana lediglich monomere Arginin-Kinasen 
vorkommen, oder ob diese Beobachtung lediglich durch die Reinigungsprozedur mittels 
Größenausschlusschromatographie auch bei Brown et al. bedingt war [214], ließe sich z.B. 
über Western-Blot Analysen von nativ aufgetrenntem Crude-Extrakt mit polyklonalen anti-
Per a 9-Antikörpern klären. Dies war jedoch im Rahmen meiner Arbeit nicht mehr möglich. 

In Anbetracht dessen, dass Per a 9 von IgE von 80-100% der untersuchten schaben-
allergischen Patienten erkannt wurde [218] und außerdem in der Lage ist, eine Leukotrien-
ausschüttung zu induzieren (Abb. 3-77) sollten weiterführende Experimente darauf abzielen, 
die Kreuzreaktionen zwischen den Schaben-Arginin-Kinasen zu charakterisieren, sowie das 
allergene Potential der Arginin-Kinase aus Blattella germanica zu bestimmen. Es ist davon 
auszugehen, dass bei einer 97%igen Sequenzidentität und 98%iger Ähnlichkeit die 
Allergengruppe der Arginin-Kinasen mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit eine weitere 
kreuzreaktive Gruppe zwischen den Schabenspezies P. americana und B. germanica 
darstellt. Eine experimentelle Bestätigung dieser Kreuzreaktion steht noch aus. Allerdings 
wurden in IgE-Inhibitiostests bereits Kreuzreaktionen mit anderen Arginin-Kinasen 
verschiedener Invertebraten-Spezies (Arginin-Kinase aus Blattella germanica, Der p 20 aus 
Dermatophagoides pteronyssinus, Pen m 2 aus Penaeus monodon, Plo i 1 aus Plodia 
interpunctella) nachgewiesen [199, 216, 217].  

Die Allergenität der Arginin-Kinasen wurde zusätzlich zum Leukotrientest mit Per a 9 
außerdem anhand von Plo i 1 im Basophilen-Aktivierungstest und in vivo in einer Spät-
phasen-Hautreaktion eindeutig nachgewiesen [199].  

Aufgrund der weiten Verbreitung der Arginin-Kinasen sowie den untersuchten Kreuz-
reaktionen, wird inzwischen ebenso wie bei der Tropomyosin-Familie davon ausgegangen, 
dass Arginin-Kinasen Invertebraten-Pan-Allergene sind und auf diese Weise eine weitere 
Verbindung zwischen Aeroallergenen und Lebensmittelallergenen darstellen [5, 199, 469]. 

 

Zusammenfassend handelt es sich bei den allergenen Arginin-Kinasen um Invertebraten-Pan-
Allergene, die aufgrund ihrer essentiellen Funktion in den Tieren neben der Beteiligung an 
Kreuzreaktionen zusätzlich einen interessanten Ansatzpunkt für die Bekämpfung von 
Schaben bieten können [469]. 
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5 Zusammenfassung 

Allergien haben in den letzten Jahrzehnten dramatisch an Häufigkeit zugenommen und 
stellen weltweit eines der größten gesundheitlichen Probleme moderner Gesellschaften dar. 
Neben dem hohen ökonomischen Verlust und der Belastung des Gesundheitssystems stellen 
die allergischen Erkrankungen für die Patienten auch einen hohen Leidensdruck dar. Trotz 
Kenntnis von über 580 Allergenen ist bisher nicht bekannt, was ein Allergen tatsächlich zum 
Allergen macht. Die Behandlung von Allergien erfolgt bisher durch die Vermeidung von 
Allergenkontakt oder in der Regel über die Behandlung der Symtome z.B. durch Antihista-
minika. Nur für wenige konnte bisher auch eine spezifische Immuntherapie etabliert werden. 
Um die Risiken einer Immuntherapie möglichst gering zu halten, empfiehlt es sich, auf 
gereinigte Allergene zurückzugreifen.  

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Per a 3 und Per a 9 zwei Majorallergene aus der 
Amerikanischen Schabe isoliert und charakterisiert.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass es sich bei Per a 9 um eine monomere Arginin-
Kinase mit allergenem Potential handelte. Aufgrund der weiten Verbreitung der Arginin-
Kinasen, den hohen Sequenzidentitäten zu weiteren Invertebraten-Arginin-Kinasen und den 
bisher bekannten Kreuzreaktionen sind diese Proteine aus Invertebraten als Pan-Allergene 
einzustufen. Aufgrund ihrer essentiellen Funktion in den Tieren könnten diese Allergene 
außerdem einen interessanten Ansatzpunkt für die Bekämpfung von Schaben bieten. 

Bei der Isolation der Per a 3-Allergene wurde eine neue, bisher sequenziell unbekannte 
Isoform identifiziert, die in dieser Arbeit als Per a 3.03 bezeichnet wurde. Von Per a 3.03 
konnte erstmalig die Immunogenität bestimmt werden. Zwei weitere Per a 3-Isoformen 
(Per a 3.01 und Per a 3.0201) konnten nicht vollständig voneinander separiert werden und 
wurden als ein mit P II bezeichnetes Gemisch charakterisiert. Dieses wirkte sowohl 
immunogen als auch allergen und ist somit als vollständiges Allergen anzusehen.  

Die Besonderheit der Per a 3-Allergene liegt zum einen darin, dass bisher keine kreuz-
reagierenden Allergene bekannt sind und zum anderen, dass es sich um -hinsichtlich Tempe-
ratur, Harnstoff und Hydrolyse- sehr stabile hexamere Proteine handelt. Zudem sind sie in 
ihrer nativen hexameren Oligomerisierung stärkere Allergene und in dissoziierter Form 
könnten sie geeignete Kandidaten für eine Immuntherapie sein.  

Proteinbiochemisch sind die Per a 3-Allergene als Hexamerine einzustufen. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit liefern verstärkt Hinweise darauf, dass sie als Strukturproteine in die Cuticula 
eingebaut werden und auch proteolytisch gespalten als antimikrobielle Peptide bei der 
humoralen Immunabwehr in Schaben eine Rolle spielen könnten. Insbesondere der Einbau 
von Per a 3 in die Schabencuticula wäre ein gravierender Faktor im Hinblick auf die 
Allergenexposition. Mit Per a 3.03 könnte möglicherweise ein entwicklungsabhängiges 
Hexamerin und mit P II ein Hexamerin adulter Stadien als allergene Isoform in Periplaneta 
americana vertreten sein. Der endgültige experimentelle Nachweis dieser Hinweise steht 
noch aus.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bezeichnung 
anti-P.a. HL-AK anti-Periplaneta americana Hämolymph-Antikörper 
2D zweidimensional 
3D dreidimensional 
AK Antikörper 
APC, APZ „antigen presenting cell“, Antigenpräsentierende Zelle 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
AS Aminosäure 
AS-Identität Aminosäure-Sequenzindentität 
ATP Adenosintriphosphat 
AUZ Analytische Ultrazentrifuge 
Barbital 5,5-Diethylbarbitursäure 
BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat-p-toluidinsalz 
BPB Nativer Probenpuffer, Bromphenolblau 
BSA Rinderserumalbumin 
CAST „cellular antigen stimulation test“ 
CE Crude-Extrakt, (Schaben)mazerat, Ganzkörperextrakt 
D Probe aus meiner Diplomarbeit 
DC Dendritische Zelle 
DLS Dynamische Lichtstreuung 
DMF Dimethylformamid 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
DOPAchinon 4-(2-Carboxy-2-Aminoethyl)-1,2-Benzochinon 
DP Denaturierungspuffer 
ε Spezifischer Extinktionskoeffizient 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA „Enzyme Linked Immunosorbent Assay“, Enzymgekoppelter 
Immunadsorptionstest 

ESI-Q-TOF “electrospray ionization-quadrupole time-of-flight” 
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 
FWHM “full width at half maximum”, Halbwertsbreite 
GdnHCl Guanidinhydrochlorid 
GST Glutathion S-Transferase 
Hc Hämocyanin 
Hc. A.a. / Hc P.e. Astacus-Marker / Palinurus-Marker 
HL Hämolymphe 
HL-1, HL-2 Hämolymphe der ersten bzw. zweiten Charge 
IEF Isoelektrische Fokussierung 
IEX Ionenaustauscher-Chromatographie 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
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Abkürzung Bezeichnung 
kDa Kilo-Dalton 
LCMSMS Flüssigkeitchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie-Spektren 
L-DOPA L-3,4 Dihydroxyphenylalanin 
LSP Larvale-Serum-Proteine 
LT Leukotrien 
MBTH Besthorn’s Hydrazon; 3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon 
MHC-II „major histocompatibility complex-II“, Haupthistokompartibilitätskomplex 
mind. mindestens 
Mr Molekulargewicht 
n Anzahl der Elemente in der Stichprobe 
NBAD N-Acetylcatecholamin 
NBT p-Nitrobluetetrazolium 
OD Optische Dichte 
P.a. Periplaneta americana / Amerikanische Schabe 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBMC „peripheral blood mononuclear cells“, mononukleäre Zelle aus dem 
peripheren Blut 

PBS „Phosphate buffered saline“ 
pHi Isoelektrischer Punkt 
PTU N- Phenylthioharnstoff 
PVDF Polyvinylidendifluorid 
RIA Radio Immuno Assay 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm „Revolutions per minute“, Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
S Svedberg 
SEC „ Size-exclusion chromatography“ Größenausschlusschromatographie 
SDS „Sodium Dodecyl Sulfate“, Natriumdodecylsulfat 
TBS Tris buffered saline 
TBST Tris buffered saline + Tween 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
Th0-Zelle T-Helferzelle Typ 0 
Th1-Zelle T-Helferzelle Typ 1 
Th2-Zelle T-Helferzelle Typ 2 
TNF Tumor-Nekrose-Faktor 
TRIS Tris[hydroxymethyl]-aminomethan 
TT Tetanustoxoid 
UE Untereinheiten 
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8 Anhang 

8.1 Referenzen zu Abb. 1-4 Schabenverbreitung und –Allergie 
Land Referenzen 
Belgien 470 
Bulgarien 471, 472 
Deutschland 71-79, 89, 91, 473-477 
Estland 478, 479 
Frankreich 46, 480 
Finnland 481 
Großbritannien 482, 483 
Italien 484-488 
Kroatien 489 
Niederlande 490 
Norwegen 491, 492 
Russland 493, 494 
Polen 495-503 
Portugal 504 
Schweden 505-507 
Schweiz 508 
Spanien 509-513 
Türkei 472, 514-519 

Tabelle 8-1: Referenzen zur Schabenverbreitung in Abb. 1-4. 

8.2 Sequenzierungsergebnisse 
Die Sequenzierungen wurden freundlicherweise von Dr. Stefan Tenzer aus dem Institut für 
Immunologie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz durchgeführt. 

8.2.1 Per a 3.03 nach Protokoll 3 

Bande 1

Per a 3.03M
ar

ke
r

[kDa]

175

83

62

25

47

32

 

Abb. 8-1: Zink-gefärbte 10%ige SDS-PAGE. Die mittels ESI-Q-TOF analysierte Per a 3.03-Bande ist 
gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in nachfolgenden „Coverage Maps“ dargestellt. 
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Bande 1 

Per a 3.01

 

Per a 3.0201

 

8.2.2 Per a 3.03 aus der Diplomarbeit 

Bande 1

Per a 3.03M
ar

ke
r

[kDa]

Bande 2

175
83
62

25

47

32

16

6

 

Abb. 8-2: Zink-gefärbte 10%ige SDS-PAGE. Die mittels ESI-Q-TOF beiden analysierten Per a 3.03-Banden 
sind gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in nachfolgenden „Coverage Maps“ dargestellt. 
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Bande 1  

7 peptides detected

Q17127 Hx Vorläufer Blaberus discoidalis

 

4 peptides detected

Per a 3.0203

 

 

Bande 2 

7 peptides detected

AAA74579 Hx Untereinheiten-Vorläufer Blaberus discoidalis
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8.2.3 P II nach Protokoll 2 

P IIM
ar

ke
r

[kDa]

Bande 1

Bande 2

175

83

62

47

Bande 3

 

Abb. 8-3: Zink-gefärbte 8%ige SDS-PAGE. Die mittels ESI-Q-TOF analysierten P II-Banden sind 
gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in nachfolgenden „Coverage Maps“ dargestellt. 

Bande 1 

30 peptides detected

Per a 3.0201
 

17 peptides detected

Per a 3.0202
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17 peptides detected

Korrigiertes Per a 3.01

 

16 peptides detected

Per a 3.0203  

 

Bande 2 
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25 peptides detected

Per a 3.0201

 

14 peptides detected

Per a 3.0202

 

14 peptides detected

Per a 3.01
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13 peptides detected

Per a 3.0203
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Bande 3 

19 peptides detected

Korrigiertes Per a 3.01

 

13 peptides detected

Per a 3.0201

 

10 peptides detected

Per a 3.0202
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8.2.4 Per a 9 nach Protokoll 2 

Bande 1

Bande 2

Per a 9 M
ar

ke
r

[kDa]

175
83
62

32
47

25

16

6

 

Abb. 8-4: Zink-gefärbte 10%ige SDS-PAGE. Die mittels ESI-Q-TOF analysierten Per a 9-Banden sind mit 1 
und 2 gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in nachfolgenden „Coverage Maps“ 
dargestellt. 

Bande 1 

31 peptides detected

86160922 Arginine kinase Blattella germanica
 

Bande 2 

26 peptides detected

86160922 Arginine kinase Blattella germanica
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8.2.5 Per a 9 nach Protokoll 3 

[kDa] Per a 9M
ar

ke
r

Bande 1

175

83

62

32

47

25  

Abb. 8-5: Zink gefärbtes 10%ige SDS-PAGE. Die mittels ESI-Q-TOF analysierte Per a 9-Bande ist 
gekennzeichnet. Das Ergebnis der Sequenzierung ist in der nachfolgenden „Coverage Map“ dargestellt. 

 

Bande 1 

26 peptides detected

86160922 Arginine kinase Blattella germanica
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8.3 Korrektur der Per a 3.01-Sequenz: komplettes Alignment 

Abb. 8-6: Komplettes Alignment von Abb. 3-62 der veröffentlichten und korrigierten Per a 3.01-Sequenz. 
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8.4 Ergebnisse DLS von Per a 9 
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8.5 Verwendete Markerproteine/ Proteinstandards 

8.5.1 SDS-PAGE 
Für SDS-Gele wurden folgende zwei Proteinmarker entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt 
(Abb. 8-7). 
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Abb. 8-7: Bandenmuster der verwendeten Proteinmarker für SDS-PAGE.  

A) Precision Plus Protein TM unstained Standards (BioRad, München) [www.biorad.com]. 
B) Prestained Protein Marker, Broad Range (New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.) 

8.5.2 Native PAGE 
Für native Gele wurden drei unterschiedliche Hämocyanine aus unserem Institutsbestand 
verwendet. Der „Eurypelma-Marker“ bestand aus frisch gezapfter Hämolymphe von 
Eurypelma californicum, die für 10 Min. bei 22000g abzentrifugiert, 1:10 mit Dissoziations-
puffer D versetzt und für sieben Tage bei 4°C inkubiert wurde. Abschließend wurde das 
Dissoziat im Verhältnis 3:4 mit nativem Probenpuffer versetzt.  

Der „Palinurus-Marker“ bestand aus andissoziiertem Hämocyanin von Palinurus elephas. 
Hierzu wurde das 6-mere Hämocyanin mit Dissoziationpuffer D versetzt und für mindestens 
sieben Tage bei 4°C inkubiert. Abschließend wurde das Dissoziat im Verhältnis 3:4 mit 
nativem Probenpuffer versetzt.  

Der „Astacus-Marker“ bestand aus einem andissoziierten Gemisch aus 12-merem und 6-
merem Hämocyanin aus Astacus astacus und wurde wie die übrigen Hämcyanin-Marker 
hergestellt.  

Das aufgetragene Markervolumen wurde je nach Hämolymph- bzw. Hämocyanincharge 
angepasst. Je nach Lagerungsdauer andissoziierten Referenz-Hämocyanine veränderten sich 
untereinander die Bandenverhältnisse. Die jeweiligen optimalen Laufprofile sind in Abb. 8-8 
dargestellt. 
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Abb. 8-8: Bandenmuster der Referenz-Hämocyanine auf 7.5%iger nativer PAGE. Der Trenngelpuffer 
hatte einen pH von 8.8. Die Banden wurden mit der Coomassie-Färbung angefärbt. 

A) andissoziierte Eurypelma californicum Hämolymphe („Eurypelma-Marker“) 

B) andissoziiertes Palinurus elephas Hämocyanin („Palinurus Marker“oder Hc P.e.) 

C) andissoziieres Astacus astacus Hämocyanin („Astacus-Marker“ oder Hc A.a.) 

 

8.5.3 IEF 
Für die isoelektrische Fokussierung wurde der SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10 
(SERVA, Heidelberg) entsprechend den Herstellerangaben verwendet (Abb. 8-9). 

 

Abb. 8-9: SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10 (SERVA, Heidelberg) [235]. 
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8.6 Färbungen 
Für alle Proteinfärbungen wurden die Gele mäßig mit Hilfe eines Schüttlers bewegt.  

8.6.1 Silberfärbung 
Inkubationsdauer Minigel Lösung Zusammensetzung 
mind. 5 Min. (auch über 
Nacht möglich)  

Fixierlösung 120 ml Aceton, 3.0 g Trichlor-
essigsäure, 36 µl Formaldehyd, 
120 ml H2O 

3 x 5 sek Wasser  
5 Min. Wasser  
5 Min. Aceton-Lösung 120 ml Aceton, 120 ml Wasser 
1 Min. Enhancer 40 mg Natriumthiosulfatpentahydrat 
3 x 5 sek Wasser  
8 Min. Färbelösung 

(immer frisch ansetzen) 
0.16 mg Silbernitrat, 222 µl 
Formaldehyd, 60 ml H2O 

2 x 5 sek Wasser  
bis Banden sichtbar Entwickler 4.8 mg Natriumcarbonat, 36 µl 

Formaldehyd, 10 mg Natrium-
thiosulfatpentahydrat, 240 ml H2O 

mind. 5 Min. Stopp-Lösung 2.4 ml Essigsäure, 237.6 ml H2O 

Tabelle 8-2: Ablauf der Silberfärbung nach Nesterenko mit Modifikation einiger Inkubationsschritte 
[240]. 

 

8.6.2 Zinkfärbung 
Inkubationsdauer Minigel Lösung Zusammensetzung 
30-60 sek. Waschen Wasser 
5-15 Min.  200 mM Imidazol, 0.1% (w/v) SDS 
15-60 sek, bis Hintergrund weiß Färben 200 mM Zinksulfat 
3x 5 sek Waschen Wasser 

Tabelle 8-3: Ablauf der Zinkfärbung nach 243. 

 

8.6.3 Coomassie-Färbung 
Zeit Lösung Zusammensetzung 
mind. 20 Min. Färbelösung 2 g Coomassie R 250, 500 ml Methanol, 400 ml 

H2O, 100 ml Essigsäure 
kurz schwenken Wasser  
Gel beobachten Entfärberlösung 800 ml Methanol, 200 ml Essigsäure, 1000 ml 

H2O 

Tabelle 8-4: Durchführung der Coomassie-Färbung. 
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8.6.4 SERVA Violet 17-Färbung 
Zeit Lösung Zusammensetzung 
20 Min. Fixierlösung 20% (w/v) Trichloressigsäure 
1 Min. Wasser  
10 Min. Färbelösung: 

100 ml Stammlösung 1 und 
100 ml Stammlösung 2 direkt 
vor Gebrauch mischen 

Stammlösung 1: 500 mg SERVA 
Violet 17 Pulver in 250 ml H2O 
Stammlösung 2: 20% (w/v) 
Phosphorsäure 

10 Min. (bis Hinter-
grund klar ist) 

Entfärberlösung 3 % (w/v) Phosphorsäure 

2 x 5 Min. Wasser  
Gel beobachten Im warmen Luftstrom oder bei 

Raumtemperatur trocknen 
 

Tabelle 8-5: Durchführung der SERVA-Violet 17-Färbung [235]. 

 

8.6.5 Aktivitätsfärbung 
Zeit Lösung Zusammensetzung 
mind. 15 Min. Waschpuffer Phosphatpuffer A  
mind. 30 Min.für 
Dopamin-Färbung  

Färbelösung Phosphatpuffer A, 1 mM Dopamin, 
0.3 mM MBTH in H2O 

Tabelle 8-6: Aktivitätsfärbung in der nativen PAGE in Anlehnung an Nellaiappan [244]. 

 

8.7 Antikörperchargen 
Alle Antikörper wurden in Kaninchen gezogen und von der Firma Charles River WIGA GmbH 
(Sulzfeld) bezogen. 
 
AK-Name Antigen Zuchttier Datum 
anti-Per a 3.03-AK Per a 3.03 aus Periplaneta americana Kaninchen 2005 
anti-P II-AK P II aus Periplaneta americana Kaninchen 1999 
anti- P.a. HL-AK Unbehandelte Hämolymphe aus 

Periplaneta americana 
Kaninchen 1999 

Tabelle 8-7: Verwendete Antikörper. 
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8.8 Aufreinigungsprotokolle 

8.8.1 Protokoll 1: Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) 
Säule: Bio-Scale Q2-Säule (BioRad, München)  
Temperatur: 4°C 
Probenvolumen: 1 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung Flussrate 

[ml/Min.] 

0.0 3.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer A 1.0 
3.0  UV-Baseline   
3.0 1.5 Probeninjektion 100% Schabenpuffer A 1.0 
4.5 10.0 Isocratic flow 100% Schabenpuffer A 1.0 
14.5 25.0 Linearer Gradient 0-45% Elutions-

schabenpuffer A 
1.0 

39.5 6.0 Isocratic flow 100% Elutions-
schabenpuffer A 

1.0 

45.5 6.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer A 1.0 
51.5 Protokollende 
1.0-40.0  Proteinfraktionierung à 1 ml 

Tabelle 8-8: Reinigungsprotokoll: IEX, Bio-Scale Q2, linearer Gradient. 

 

8.8.2 Protokoll 1: Größenausschlusschromatographie (SEC) 
Säule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen) 
Temperatur: 4°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung Flussrate 

[ml/Min.] 

0.0 1.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer C 0.5 
1.0  UV-Baseline  0.5 
1.0 3.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer C 0.5 
4.0 130.0 Elution 100% Schabenpuffer C 0.5 
134.0 Protokollende 
36.0-120.0 Proteinfraktionierung à 3 ml 

Tabelle 8-9: Reinigungsprotokoll: SEC, S 300 (16/60). 
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8.8.3 Protokoll 2: IEX 
Säule: Uno Q12 (BioRad, München) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung Flussrate  

[ml/Min.] 

0.0 11.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer B 3.0 
11.0 1.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer B 1.0 
12.0  UV-Baseline   
12.0 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer B 1.0 
16.0 36.0 Isocratic flow 100% Schabenpuffer B 1.0 
52.0 24.0 Linearer Gradient 0-8% Elutions-schabenpuffer B 1.0 
76.0 24.0 Isocratic flow 92% Schabenpuffer B 

8% Elutionsschabenpuffer B 
1.0 

100.0 24.0 Linearer Gradient 8-15% Elutionsschabenpuffer B 1.0 
124.0 24.0 Isocratic flow 85% Schabenpuffer B 

15% Elutionsschabenpuffer B 
1.0 

148.0 24.0 Linearer Gradient 15-50% Elutionsschabenpuffer 
B 

1.0 

178.0 30.0 Isocration Flow 100% Elutionsschabenpuffer B 5.0 
208.0 60.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer B 5.0 
268.0 Protokollende 
13.0-201.0 Proteinfraktionierung à 3 ml 

Tabelle 8-10: Reinigungsprotokoll: IEX, UnoQ-12, Stufengradient. 

 

8.8.4 Protokoll 2: SEC 
Säule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung  Flussrate 

[ml/Min.] 

0.0 1.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer D  0.5 
1.0  UV-Baseline   
1.0 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer D 0.5 
5.0 160.0 Proteinelution 100% Schabenpuffer D 0.5 
165.0 Protokollende 
36.0-156.0 Proteinfraktionierung à 3 ml 

Tabelle 8-11: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 (16/60). 
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8.8.5 Protokoll 3: IEX 
Säule: Uno Q12 (BioRad, München) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung Flussrate 

[ml/Min.]

0.0 12.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer B 1.0 
12.0  UV-Baseline   
12.0 6.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer B 1.0 
18.0 36.0 Isocratic flow 100% Schabenpuffer B 1.0 
54.0 150.0 Linearer Gradient 0-20% Elutionsschabenpuffer B 1.0 
204.0 24.0 Linearer Gradient 20-100% Elutionsschabenpuffer B 1.0 
228.0 30.0 Isocratic flow 100% Elutionsschabenpuffer B 5.0 
258.0 60.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer 5.0 
318.0 Protokollende 
16.5-290.0 Proteinfraktionierung à 5 ml 

Tabelle 8-12: Reinigungsprotokoll: IEX, Uno Q12, linearer Gradient. 

 

8.8.6 Protokoll 3: SEC 
Säule: S-300 (26/60, Pharmacia, Erlangen) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml] 

 Lösung  Flussrate 
[ml/Min.]

0.0 1.3 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer D 1.3 
1.3  UV-Baseline   
1.3 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer D 1.3 
5.3 640.0 Proteinelution 100% Schabenpuffer D 1.3 
645.3 Protokollende 
150.0-645.3 Proteinfraktionierung à 4 ml 

Tabelle 8-13: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 26/60 für Peak 2-Probe. 

 

Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml] 

 Lösung  Flussrate 
[ml/ Min.] 

0.0 1.3 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer D 1.3 
1.3  UV-Baseline   
1.3 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer D 1.3 
5.3 640.0 Proteinelution 100% Schabenpuffer D 1.3 
645.3 Protokollende 
78.0-550.0 Proteinfraktionierung à 4 ml 

Tabelle 8-14: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 26/60 für Peak 3-Probe. 
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8.8.7 Größenausschlusschromatographie der Extrakte 
Säule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 2 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml]  Lösung  Flussrate 

[ml/Min.] 

0.0 2.0 Säulenäquilibration 100% Schabenpuffer D 0.5 
2.0 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer D 0.5 
6.0 294.0  Proteinelution 100% Schabenpuffer D 0.5 
300.0 Protokollende 
20.0-300.0 Proteinfraktionierung à 3 ml 

Tabelle 8-15: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 16/60 für Extrakte. 

 

8.8.8 Größenausschlusschromatographie des P II-Dissoziats 
Säule: S-200 (16/60, Pharmacia, Erlangen) 
Temperatur: 20°C 
Probenvolumen: 5 ml 
Gesamt-
Volumen 
[ml] 

Volumen 
[ml] 

 Lösung  Flussrate 
[ml/Min.]

0.0 2.0 Säulenäquilibration Dissoziationspuffer B 0.5 
2.0  UV Baseline   
2.0 10.0 Probeninjektion Dissoziationspuffer B 0.5 
12.0 135.0 Proteinelution Dissoziationspuffer B 0.5 
147.0 Protokollende 
20.0-147.0 Proteinfraktionierung à 1ml 

Tabelle 8-16: Reinigungsprotokoll: SEC, S-200 16/60 für P II-Dissoziat. 
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