Isolierung und Charakterisierung allergener
Proteine aus der Amerikanischen Schabe
(Periplaneta americana)

Dissertation zur Erlangung des Grades

,,Doktor der Naturwissenschaften

am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg-Universitit

in Mainz

Beatrice Lafargue

geb. in Mainz

Mainz 2008



Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Tag der miindlichen Priifung: 21. Mai 2008



Inhalt

INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG ...uutiiiinniicnsniicsssncsssssicsssssscsssssesssssssssssssosssssssssssssssssssessssss 1
1.1 Epidemiologie VOn AlICIZIeN .....ccccvueriesericssnnicssnnnissnrcsssseecssnsncsssssesssssesssssesssnss 1
) 2N | () 4 ) | OO OO 2
1.3 Typ I: Allergie vom SOfOrttyP.....cccceeceseeccssnrecssnnncssnrcsssnnecssnsnessnsecsssnsssssessnns 3
1.4 ALLCIZENIE .uuuuereneericsnniisinnicnsnnisssnsiosssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssnssssssss 5
1.5 Schabenallergie.........uieiiieiiseiisencsnnssnenssnncsssecsssecsnnsssessssessssesssssesssssssascssases 6
1.6 Epidemiologie der Schabenallergie .........cccccevvricrcerisscnrecssnnicssnnicssnnscssnsnssnns 7
1.7  Systematische Einordnung der Schaben.......cc.ccovueicrivercnssnicssnicssnnccssanscsnns 9
1.8  Allergenspektrum der SChaben .........coeieciveiiciseicninnenssnnicssnrcssnsesssnsscssssssses 11
R T R € 31 o) o T PSP 12
1.8.2  Gruppe 2: ASPartat-PrOtEase........cccvereiirriireriieeiieerteertee et e sreesteeeereesreessaeessseesnseeessseesssens 13
1.8.3  Gruppe 3: HEXAMETIN ....oeeeviiiiiieeiieeiieeeieeeieeeetee et e e ive e e vt eestaeesbeeestaeessseesssaeessessnsesensseenssens 14
1.8.4  GruPPE 4: CalYCiN..uuiiiiiiiiiiiiiiieeciie ettt e tte et et eetae e st eeebaeessbeessseeessseessseeansaeesssassnseeenssens 16
1.8.5 Gruppe 5: Glutathion S-TransSferase...........ccevvueriiriiriiiieieeceeee et 16
1.8.6  Gruppe 6: TIOPONIN € ...eoevieiiieiieiieeiie ettt ettt ettt ettt e sbtesateeateeteebeesseesneesnseeaseeneas 17
1.8.7  Gruppe 7: TIOPOMYOSIN ...veeuvieiieriierreereeteeteesteesseesssessseaseeseesseesseessaesssesssesssessseessessssesssensses 17
1.8.8  GIUPPE 8: IMYOSIN .. uriieiieeiiieeiieeeieeetieesteesteeeseteesseeessaeessseessseessseesnseeessseesnseeensseesnseesnsseensses 18
1.8.9  Gruppe 9: Arginin-KINASE .......c.eeecuiieriieiiieeiieeniieeieeerteessteeesteesseeeseeessseessseesseesssseessssessssens 18
1.9 Motivation und Ziele der Arbeit........ueeecceeiievnriciserenssnricssnnncssnnecssssncssnsnenes 19
2 MATERIAL UND METHODEN .....ccccoovennnnnnnnnieccccssssssnssassssssssssssseses 20
P2 W\ F: 117 o 1 OO 20
2 B B € 1< v 1 /OO OO OO OO TR TR UPROPRRPPR 20
2.1.2 GebrauChSartiKel........cciiuiiiiiieiee ettt st nne s 21
B B T O 1153 1111 < 1 1<) 1 DO OO PUUOU PP 22
2.1.4  Puffer uUnd LOSUNZEN .......oocuiiiieiieeiieeie ettt ettt ettt sttt ettt e bt e st esateenseense e 23
2.1.5 Software und Datenbanken.............c..cooiiiiiiieiiiiiiiieciee et 25
B B N 1<Te | 31/ o USSR 26
2.2 Versuchstiere und Gewinnung der Extrakte.........cccecceerevuricscnicsssnnccssanresnns 27
2.2.1  HAamolymph-EXtrakt (HL) ........ccoveiiiiiiiiiiiiieiecie ettt eve e ess e reesraesenessveesneenns 27
2.2.2 CrUAE-EXLIAKE ....coiiieieiieieeee ettt ettt et e et e e et et e et e st e teeseenteeteeneeneennens 27
2.2.3  SChabENCRATZEN ... .ccuiiiiiiicii ettt et e et e e s b e e st e e e ebeeesbeeebbeessseeensaeessseeenens 28



Inhalt

2.3

2.3.1
232
233
234
235
2.3.6
2.3.7
2.3.8

24

2.5
2.5.1
252
253
254
2.5.5
2.5.6
2.5.7
2.5.8
2.5.9
2.5.10
2.5.11
2.5.12
2.6
2.6.1
2.6.2
2.6.3
2.64
2.6.5
2.7
2.7.1
2.7.2
273
2.74
2.8
2.8.1
2.8.2
2.9
2.10

2.11

Proteinaufreinigung und -KONZentrierung ..........ceeeeeeecsneessnecssnecsssecsneenne 29
Ionenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 1...........ccocoviiiiiiiiiiiieieceeeeeeeeeee 30
Rechromatographie mittels lonenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 1 .................... 30
Ionenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 2..........c.cccvvviveiienienienienieeeeeeeeieene 30
Ionenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 3..........cccccveviieiienieniecieciecieeeereeieeinns 30
GroBenausschlusschromatographie (SEC) fiir Protokoll 1 und 2........cccvvvvviiiiviievieniecieeenens 31
GroBenausschlusschromatographie fliir Protokoll 3..........ccviiiiiiiiiiiieee e 31
GroBenaussschlusschromatographie flit DiSSOZIAte ..........c.oecvveviieriienieriieieeie e 31
AUTKONZENITICIUNG . ..ottt ettt ettt ettt ettt et e et e eate et e eate e bt e seesaeesateenteenteeteesseesnsesnsesnnas 31
Bestimmung der Trockenmasse........ccceeecseesseecsencsnessnnecsancsssncsssncssccssescssnes 32
Elektrophoresen und ProteindeteKtion...........cceevveicicvnrenssnnicscnrcsssanecssanscsnns 32
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE).......cccccooieiieciiecieieeeie e 32
SDS-Gradienten-PAGE ............oooiieee e 32
NAtIVE PAGE ..ottt st 33
Isoelektrische Fokussierung (IEF).........coocuiiiiiiiiiii ettt 33
2D-IMmungeleleKtrOPROTESE .........eevieiieiiiciieee ettt ettt st et ete e e 34
STIDETTATDUNG ......eeivveeiieeie ettt ettt ettt et e et e b e e teestaesseessseanseessaensaesssesssenssennsenssennns 35
COoOMASSIC-FAIDUNG ......ccciiiiiiiiiie ettt ettt e sae e et e e sbe e taessaesssesnseenseensaesaens 36
ZINKTATDUNG .....vviviiiiicie ettt ettt ettt et ee st estbeesbeesbeessaessaesssesssessseesseasseesssessenssanns 36
SERVA ViIOlet 17-FATDUNG .....cccoviiiieiieiieiiesie ettt ete ettt ve e esseessaeseesraessneseveenseenns 36
IMmMuNo-Coomassie-FArDUNG ..........ccccviiiiiiiiiiie ettt e e e seveeesaaeeeenas 36
AKIVIEALSTATDUING ...ttt ettt e st e st e et eeabeebeebeesneesneesneas 36
NS 155 4 21 o A USSR 37
Spektroskopische AnalySemethoden ........cueievvereesvnnicssnnicscnncsssnnecssanscsssnnsnes 38
Absorptionsspektroskopie und Proteinkonzentrationsbestimmung..........c.ccovceveenerenienenenne 38
LLOWTY-ASSAY .ttt ettt ettt ettt ettt b e s bt sb e st e e bt e bt e bt e s bt e s bt e eat e eat e et e b e e beebeen 39
Bradford-ASSAY ... ...eeueeeieieeiiee ettt ettt et e ae et neeeeees 39
Spezifischer ExtinktionskoeffiZient...........cocuiiiiiiiiiii e 40
Dynamische LiChtStreUUNG ........ccoiiiiiiiiiiieieee ettt et e es 40
A% BT 1 B 01 S0 1) 11 U] 0 (R 41
Proteinseparation und tryptischer Verdau ...........cocvevieriiniiiiiiieeeee e 41
FliissigkeitsChromatographi€........c.cccueeiieciieciieiieiierie sttt et e et e s saesere b e esseesaensaensnens 41
EST-QTOF ..ottt ettt sttt 42
AUSWETTUNZ AET SPEKITEI .....viiiiiiiieciiicie ettt st e e b e et e et eesteesteestsesssessbeesseessaesseessnens 42
Analytische URrazentrifugation .........eeeeeenneeniseennsnenssnecssnecsseecssescsaeesssessanes 42
Sedimentationsgeschwindigkeitslauf............ccccovveeiiiiiiiiiiice e 43
SedimentationsgleichgewiChtsIauf ............ccciiiiiiiiiiii e 44
Stabilitiit gegeniiber chaotropen Reagenzien ...........cuceceeesueecseccsnecsneccnnnen. 45
Stabilitit gegeniiber unterschiedlichen pH-Werten.........cccccccevvueicncnnecccnnnees 45
MBTH-Assay: Dot-Blot auf PVDF-Membran .......ccccevneicnsnnccssnnncssnnecsanns 46

II



2.12

2.13

2.13.1
2.13.2
2.14

2.14.1
2.14.2
2.143
2.14.4
2.15

2.15.1
2.15.2

3.1.3
3.2
3.2.1

322

323

Generierung von ANtiKOTPEIT ......cceeiccceiccssnricssnnncssssnesssssecsssssesssssessssssssssess 48
Immunologische Methoden ........eeieiineeiseniseiisnenssnensseecseecsnecssnncsseesssesssne 48
Bestimmung der ProliferationsSindiCes..........ouerierieriiriieieeieerieesieesee st 48
Bestimmung der LeukotrienfreiSetZUNE .........cooeeieriiriieiieniieiee et 49
Molekulare ProteinSequenzZanalyse.........cccccceeerccsccsnnrecsssssnssccssssssncsssnsssssssnns 49
PrOtEINSEQUENZEN ... .oicvviiieeiieciiecite ettt ettt et et estae st e stbeesbeesbeesseesbeesssesssasssessseesseessanseesenns 49
ProteinSeqUENZANALYSE. ... cccuviiiiiieiiieeieeete ettt ettt e et e e seb e e s b e e etaeesbeeeraeesaaeenbaeeaaeesaaeas 49
SEQUENZALIGNIMENES ......vieiiieeiiieeieeeiee et e etee et e et e etbeeebeeestbeessbeesseeessseessseeesseessseeesseessseenns 49
Bestimmung antigener EPItOPE ........c.cecuierieiieriiiieeie ettt ettt 49
Strukturanalyse am Proteinmodell .............coovvuiiencnrinivnricssnnicssnnccssnnecssnnncne 50
Homologie-Modellierung von Per @ 3.0201 .........cccoeviieriienienieiie et seee v 50
Analyse der Homologie-MOdelle .........cccoeviiriiiieiiieieeieeeeiteeesee e 50
ERGEBNISSE .....ccoonrniiiininnnniccssssnsiscsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 51

Charakterisierung der Zusammensetzung und Reproduzierbarkeit der
EXIraKEe.uouueieenienninneninnnnsnennesnesnssnssnssssssnssssssssssssssssssssssasssssssssssasssasssassss 52

Vergleichende Untersuchungen von Hdmolymph- und Crude-Extrakt, sowie erste

PrOtEINZUWEISUINZEI ... .eeieeiieieeiiesiiestestesteeteeteesseesseesteessaessaesssesnseasseenseensaesseessaesssesssensseens 52
3.1.1.1  Trockenmasse der EXIrakte ...........ccoceeoieiieieiiniieieeeeee e 52
3.1.1.2 Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten des Himolymph- und Crude-
EXITAKEES ..ottt ettt ettt e b et beas 53
3.1.1.3  ADSOIPHONSSPEKLIETI ..c..eeiiieiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt e eaee s 55
3.1.1.4  Gelelektrophoretisches Verhalten............cocceviiiiiininiiiiniiiiceeeee 56
3.1.1.5 GroBenausschlusschromatographie ..........c..ccceecvieriierienierienie e see e 60
3.1.1.6  Phenoloxidase-AKLIVItAL .........cceoiiirieiieiee et 62
Reproduzierbarkeit der EXtrakte..........covveviiiiiiiiiiieiieicee et ne e 67
3.1.2.1 Vergleichende Untersuchungen der Himolymphe aus zwei unterschiedlichen
SChabENCRAIZEN ......viiiiiieiicee et e e e tae e sevaeesbseessnae s 67
3.1.2.2  Aliquots des Crude-ExXtraktes ........ccecveiieiierieiieiiesie et 71
Fazit der EXtraktvergleiChe.........ccoviiiiiiiiiiecieciecece ettt 72
Isolierung allergener Proteine aus Periplaneta americana....c.ceeeeeeeeuceseesnes 73
Aufreinigung der Himolymphe nach ProtoKoll 1 .........ccccciviiiiiiiiiinienieciecreeveereeveeiee e 73
3.2.1.1  Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) .......c.ccccvevvievienieniierieeieeieereeieeiens 74
3.2.1.2 GroBenausschlusschromatographie (SEC) .......ccceiviiiiiiiiiieecieceieeceeeee e 80
3.2.1.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 1..........cccoocviiiiiiiiiiiiiiicee e 86
Aufreinigung des Crude-Extraktes nach Protokoll 2............cccoviiiiiniiniieiieieeeeeeeee, 86
3.2.2.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) .......ccccccveviirrieniieniienieniecieeieeieeiens 86
3.2.2.2  GroBenausschlusschromatographie (SEC) .......ccovcvieiieriiniienierieeieeieeieeieeieeiens 90
3.2.2.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 2 ...........c.ccoieviiivieniiiiiiiecieeeeeeee e 95
Aufreinigung des Crude-Extraktes nach Protokoll 3.........c.cccvevieiieniiiiieiiceceeeeieeeeiens 96

III



Inhalt

324
3.3

3.3.1

332

3.4

34.1
342
343
344
345
3.4.6
3.4.7
3438
349
3.4.10

4.1
4.1.1

3.2.3.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) ........ccocceriiiniiniiniiineneeeeeieeiee 96
3.2.3.2 GroBenausschlusschromatographie (SEC) .......ccoeviiiiiiiiiinieriecieeeeeeeeeeeeiene 99
3.2.3.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 3 ..........ccccooiiviiiiiiiiiiiieeceeee e 104
Fazit der ReinigungSprotoKOILE ...........cccveruieriiiiiiieeieeieeseeeee e sre et seee s esnneenreesse e 105
Charakterisierung von Per a 3 — den allergenen Hexamerinen aus

Periplaneta amMeriCaANA . ..ccceeececessesssessessssanesasssasssasssasssasssasssassssssssssasssasssasssans 106
Einfluss der Extraktgewinnung auf die Per a 3-Isoformen............ccccoeevveeeiieiiiieniieniee e, 106
3.3.1.1 MolekulargewichtsbeStimmuUNE............ccccuiieriiiiiiiiiie et 106
3.3.1.2  MOIEKUIGEStAlL ...c..eeeiiiiieiieeieeee ettt et 110
3.3.1.3  Fazit des EXtrakteinflusSSes ........cccoeerieririiiiinieierie et 112
Biochemische und immunologische Charakterisierung der Per a 3-Isoformen ..................... 112
3.3.2.1 Massenspektrometrische Identifizierung der Per a 3-Isoformen............c.cccveneeneee. 112
3.3.2.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF).........cccocveviiiriiiciiiiicieiesee e 116
3.3.2.3  DisulfidverbriiCKUuNG .........c.coeeiiiiiieeii ettt ettt et eenas 118
3.3.2.4  PhenoloXidase-AKLIVILAL ........cceieiiiiiiiecie ettt et e 120
3.3.2.5  ADSOIrPHONSSPEKLIET ...eeiiiieiiieiieie ettt sttt ettt 122
3.3.2.6  Kreuzreaktionen der [SOfOIMEN .........covuiiuiiiiiniiieiiiee e 123

3.3.2.7 Untersuchungen zur Stabilitdt von isoliertem P II und Hadmolymphe aus Periplaneta

AMEFICANIA ... vveveeeeeeeieeesieeesseessaseessseesssseessseesssseesssaesnseeessseessseesnsseesssaennsseesssennns 131
3.3.2.8 Immunologische CharakteriSierung.........c.ccccvrerireririeerireeiee e eereeereeeereeevee e 159
3.3.2.9 Epitope in den Primér- und Quartérstrukturen der Per a 3-Isoformen.................... 160
3.3.2.10 Fazit der Per a 3-CharakteriSIerung ..........cceeeuerieeieeiierieenieesieeeeeeee e 170
Charakterisierung von Per a 9 — der allergenen Arginin-Kinase aus
Periplaneta ameriCaANA .. eeecscessessssssesssssasssasssasssasssasssssssassssssssssssssasssasssasssans 171
Reinigung Identifizierung und Sequenzanalyse ...........ccccevvvreriiereerierienieeieeieeeesee e sene e 171
ProteINAUSDEULE. ......ceieieiieie ettt ettt ettt ettt na e e ne et ne e 174
MolekulargewichtSheStIMMUNG...........ccuveriieriiiiiiiieteeieesieeseeeereereebeesreesseeseeessnesssessseesseenns 174
ProOteINGESTALL ... .. .eiieiieeiie ettt b e et e e a e e raeenbeeeabaeenees 176
DiSUIIADITICKEN ...ttt ettt eab e e e be e e tbeeeabeeeabaeennseeenreeennns 178
ADSOTPLIONSSPEKITEIN ......eeutietieiiiieiie ettt ettt ettt e st e stte st e eateebe e bt esbeesntesneeenseenseeseens 179
Vorkommen in der HAMOIYMPRE ........cccoeriiiiiiiiiiiieiieiesee et ere e e seeesnne e 180
Ahnlichkeit Zu Per @ 3-PrOteINeN...........c.ouevveruerieceeeceeieeceese st sae st saeae s 183
Bestimmung der Leukotrienausschiittung durch Stimulation mit Pera 9 ............cc.ccoocoeeee. 185
Fazit der Per a 9-CharakteriSIeITNG .........ccveeeevieeiiieiiiecree e eereeereeeireesbeeeraeeeveeseveeeseaeenens 186
DISKUSSION ..uuciiiiiinrnniicsssssaneecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 187
P A 3ueeeeiiittinctencttennnteecnntecsnanesssnesessssesssssesssstsssssssesssssssssssssssssasans 187
Per a 3 in seiner Funktion als AIISTEEN..........ceccvievvieriieriieriieeie e ere et e seeeseresenesereesseenns 188
4.1.1.1 Immunogenitdt und Allergenitét der isolierten Per a 3-Isoformen......................... 189

1Y%



Inhalt

413
4.14
4.2

4.2.1
422
423

8.1

8.2

8.2.1
8.2.2
823
824
8.2.5

8.3
8.4
8.5
8.5.1

8.5.2
853

8.6

4.1.1.2 Einfluss der hexameren Oligomerisierung auf die Immunogenitét und Allergenitit

der Per @ 3-ISOfOIMEN ......ccueeiiiiiiiiiieieeece ettt 191
4.1.1.3 Bisherige BehandlungsmoglichKeiten ............ccoovveviiriieciieciieieiesiecee e 195
Per a 3 in seiner Funktion als HeXamerin...........cccceoiiieiieniniiienieeceeeesieeee e 195
4.1.2.1 Die Familie der HEXamerine. ..........ccceeeeiiruieienisiieiesieete ettt 197
4.1.2.2 Konservierte Merkmale der HEXamerine. .........coceevveerieiieniinieniieieeeesieesee e 198
4.1.2.3 Hexamerine in der Unterordnung der Schaben .............cccoevveeeiiiiniieniiieecieeeieens 201
4.1.2.4  Allergene Hexamerine als Speicherproteine?...........ccccoecverienvenieneeneenieeeeeeeenns 203
4.1.2.5 Rolle als Transport- bzw. Ligandenbindungsprotein.............ccceveereereereerieeenennn 205
4.1.2.6  Rolle bei der ImmunabWeRnTr ...........cccoiiiiiiiiiiieee e 206
4.1.2.7 Rolle als Strukturproteine: Einbau in die Cuticula............cccoevvevvereenrenieereenenn, 207
Zusammensetzung VON P IL........oocoiiiiiiiiiiiiic ettt e 210
Phenoloxidase-AKEIVItAL .........cooiiiiiiee ettt sttt e 213
o T TN 216
Reinigung und ProteinausbeULe ...........ccouiiiiiiiieiieieie ettt 216
Disulfidverbriickung und strukturelle Merkmale .............ccccoeiieiiiniiniinieeeeeeeeeeee e 217
Kreuzreaktionen innerhalb der Arginin-Kinasen............ccecvevierierieniinciiniieneeneeseesee e 221
ZUSAMMENFASSUNG ..ccciiiircvnnreccsssnnsecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 222

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......cooceerrreeerernssssssessssssesssssssssssssssas 247

Referenzen zu Abb. 1-4 Schabenverbreitung und —Allergie...................... 249
SequenzierungsergebniSSe... . iieiineiciseecseecsnnsssenssaeesssecssnecssnssssessssessssesssane 249
Per a 3.03 nach Protokoll 3........ooiiie e e 249
Per a 3.03 aus der Diplomarbeit ..........cccueeiiiiiieiiieiieiieeee e 250
P IT nach ProtoKOIl 2......cccuiiiieiieeeee ettt ettt st et 252
Per @ 9 nach Protokoll 2.......oo.ioiiiiiieee ettt e 257
Per a 9 nach Protokoll 3.......ooeioiiiee et 258
Korrektur der Per a 3.01-Sequenz: komplettes Alignment.............cceeeee.. 259
Ergebnisse DLS von Per a 9......einneenneensnensnensseecsnccsnecsneccsseesssescsncens 260
Verwendete Markerproteine/ Proteinstandards..........ccceeceveeveeecccneecccnnnnene 262
SDS-PAGE ...ttt ettt et et sb bbbttt e et e b 262
NAVE PAGE ..ottt sttt ettt et e s st e e nteenteenseeseenseens 262
L ettt ettt et e bttt e bt e e bt e e e bt e e bt e st e e ebteesbteesabeeenaee 263
FArDUNGEeN....ccoiuerriiininnriicnissnnricssssnnnicsssssssnssssssssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 264



Inhalt

8.6.1
8.6.2
8.6.3
8.6.4
8.6.5

8.7

8.8

8.8.1
8.8.2
8.8.3
8.8.4
8.8.5
8.8.6
8.8.7
8.8.8

8.9

8.9.1
89.2

STIDETTATDUING ...ttt sttt et et e s bt e satesnaesabeenbeebeenbeesaeeseens 264
ZINKTATDUNG ..c..viiiiiiie ettt et ettt e st e st e st e et e e bt e bt e saeesaeeenteenteenseeane 264
CoOMASSIC-FAIDUNG .......ccuiiiiiiiiiiicie ettt esasessbeebe e seessaesanesnnes 264
SERVA ViIOlet 17-FATDUNG .....cccveiiiiiieiieiieiteitesiie ettt teesiae e ssae e e ensaensaenseens 265
AKUVILALSTAIDUNZ ...cvveiiecieccee ettt re et staesebeesb e e s e eseessaesrnessnessneanns 265
ANtIKOIrPerchargen .......ueeeeeieenseecsnecsnnnsnennsnensssessssesssecsssscsssssssessssesssaeens 265
Aufreinigungsprotokolle.........eeeeieiensuennsnenisennseenssnensseecssnecssnecsseecssescsneees 266
Protokoll 1: Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX) .........cccccoeviviriiiiniiiiniieeieeen, 266
Protokoll 1: GroBenausschlusschromatographie (SEC) ......cccceviiiiiiiiiiiienienieeecee e 266
ProtoKOIL 2: TEX ..ottt ettt sttt st sbe et et it et 267
ProtoKOIL 2: SEC ...ttt sttt sttt sae ettt 267
ProtoKOIL 3: TEX ..ottt et ettt et ettt e st et e b e et et e seeneenee e 268
ProtoKOIL 3: SEC ...ttt ettt ettt a e et nee e 268
GroBenausschlusschromatographie der EXtrakte..........cccvevviieiiiiiiiiiiiicciicciee e 269
GroBenausschlusschromatographie des P II-DiSSOZIats .........cocveveirieriieenieeieereesiecieeeee e, 269
Aus dieser Arbeit hervorgegangene Publikationen und Beitrige............. 270
PUDBITKALION. .....cetiiieee ettt ettt et st be et e e 270
K ONGIESSDEIITAZE ...evveevveeiieeiieeieeie et et eite sttt e st e eebeesteesteestaessaesssesnseesseenseessaessnesssesnsenssennns 270

VI



1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Diese Arbeit behandelt die Isolierung und Charakterisierung allergener Proteine aus der
Amerikanischen Schabe Periplaneta americana. Hierfiir wird einleitend auf die Epidemio-
logie von Allergien eingegangen und anschlieend die bei der Allergie gegen Schaben
relevante allergische Reaktion vom Typ I behandelt. AbschlieBend werden die bislang
identifizierten Schabenallergene kurz vorgestellt, wobei der Schwerpunkt auf dem

Forschungsstand des fiir 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 verdnderte
Fahigkeit des Korpers, 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 Uberempfind-

lichkeitsreaktion des Organismus* [3].

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

moderner Gesellschaften dar [4].

Bereits jetzt belegen zahlreiche epidemiologische Studien, dass 20% bis 50% der
Bevolkerung 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
zurlickzufiihren [6-8]. In Deutschland wird die Epidemiologie der Allergien ausfiihrlich im
»Spezialbericht Allergien® des Statistischen Bundesamtes dargestellt [9]. Aus diesem im Jahr
2000 verfassten Bericht geht hervor, dass 10-20% der erwachsenen Bundesbiirger 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 gegeniiber

Bienen oder Wespen und 1-8% gegeniiber Milch oder Ei 9].

Diese gro3e Verbreitung von Allergien belastet in hohem Malle das Gesundheitssystem und
stellt u.a. durch Ausfallszeiten am Arbeitsplatz auch einen hohen 6konomischen Verlust dar.
1996 sind in Deutschland 624.6 Mio DM direkte Kosten fiir die stationidre Behandlung von
allergischen Krankheiten und 2703.2 Mio DM als indirekte Kosten z.B. in Form von Produk-

tivitdtsverlusten angefallen, wobei zusétzlich von einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist
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1 Einleitung

[9]. Doch neben der finanziellen Belastung fiir den Staat stellen diese allergischen
Erkrankungen einen hohen Leidensdruck fiir 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 Grenzflichen wie Haut und Schleimhéuten
auf, an denen der Organismus sich mit der Umwelt auseinander setzt [4]. Symptome dullern
sich als z.B. allergische Rhinokonjunktivitis (saisonaler oder ganzjdhriger Schnupfen,
Heuschnupfen), allergisches Asthma bronchiale, Kontaktekzem, atopisches Ekzem (Neuro-
dermitis), Urtikaria (Nesselsucht) und Nahrungsmittel- und Arzneimittelallergie. Das

schlimmste Ausmal 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 aufgefiihrt werden (Tabelle 1-1) [1, 9, 11, 12]. In der Praxis

treten diese Allergietypen allerdings nicht vollstdndig voneinander isoliert auf [13-15].

Typ Ausloser Krankheitsbilder

Typ 1 Antigen, IgE Allergische Rhinokonjunktivitis, allergisches
Asthma, Neurodermitis, anaphylaktischer
Schock

TypII Antigen, Antikorper, Komplement Chronische Urtikaria, Arzneimittelallergie

Typ 1l 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 haufigste Allergieform ist die des Typ I, die in der Literatur auch als Allergie, Hyper-
sensibilisierungsreaktion oder IgE-vermittelte Uberempfindlichkeit vom Soforttyp bezeichnet
wird [16]. Sie manifestiert sich klinisch hdufig in Form von allergischem Asthma bronchiale
und allergischer Rhinokonjunktivitis (Tabelle 1-1) [4]. Einer Manifestation mit diesem
klinischen Krankheitsbild (Phase II) geht eine fiir 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
nichsten Abschnitt anhand der Abbildungen 1-1 und 1-2 erldutert.
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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 iiber die Schleimhéute z.B. des
Nasenepithels oder Bronchialepithels {iber Diffusion ein (Abb. 1-1 [1]). Dort kommen sie in
Kontakt mit antigenprédsentierenden Zellen (APC, APZ) (Abb. 1-1 [2]). Zu diesen z&hlen die
vor allem im Atmungsepithel vorhandenen myeloiden dendritischen Zellen, sowie Makro-
phagen und B-Lymphocyten (B-Zellen). Diese Zellen internalisieren das Allergen exogenen
Ursprungs liber (rezeptorvermittelte) Endozytose oder Makropinocytose. Sie bauen es in
Lysosomen ab und présentieren die Peptidfragmente zusammen mit dem MHC-II-Komplex
(major histokompatibility complex-1I) auf ihrer Oberfliche (Abb. 1-1[2]) [17-19]. Wird
dieser Peptid-MHC-II-Komplex iiber den T-Zell-Rezeptor (TCR) von naiven T-Helferzellen
(ThO-Zellen) erkannt, differenzieren die naiven T-Zellen zum Th2-Zelltyp mit anschlieBender
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 génzlich geklirt ist. Vermutlich hingt 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)-a und Interferon (IFN)-y auf diese Differenzierung inhibitorisch wirken
[22, 23]. Wie diese Steuerung jedoch im Einzelnen funktioniert ist jedoch noch nicht

vollstindig verstanden [1].
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Abb. 1-1: Phase I: Ablauf der Sensibilisierungsphase der Typ-I Reaktion ohne klinische Symptome [15
nach 24]. Erlauterungen finden sich im Text.
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1 Einleitung

Die aus der Differenzierung hervorgegangenen aktivierten Th2-Zellen exprimieren und
sezernieren nun die Cytokine IL-4 und IL-13 und exprimieren zusétzlich den CD40-Liganden
auf ihrer Oberfliche (Abb. 1-1 [4]) [19, 25-27]. Dieser CD40-Ligand stellt das costimula-
torische Signal dar, welches zusammen mit den Interleukinen und dem Allergen fiir die
Aktivierung und den Isotypwechsel von Immunglobulin M (IgM) produzierenden B-Zellen
hin zu IgE-produzierenden Plasmazelle benotigt wird (Abb. 1-1 [5,6]) [22, 23, 28, 29]. Diese
IgE-Antikorper sind allergenspezifisch und binden an den hochaffinen FceRI-Rezeptor von
Mastzellen und basophilen Granulocyten (Basophile) (Abb. 1-1 [7, 8]).

Am Ende dieser Sensibilisierungsphase zirkulieren die mit IgE-bestiickten Mastzellen und
Basophilen im Korper (Abb. 1-1 [9, 10]) und das System ist sozusagen ,,scharf geschaltet.
Diese Sensibilisierungsphase kann, ohne vom Patienten bemerkt zu werden, iliber 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 Spitreaktion unterschieden.
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Abb. 1-2: Phase II: Ablauf der akuten Phase der Typ I-Allergie mit klinischen Symptomen [15 nach 24].
Erlduterungen finden sich im Text.

In dieser akuten Phase bindet das Allergen an die mastzellgebundenen IgE-Antikorper. Nur
multivalente Allergene sind dabei in der Lage mindestens zwei rezeptorgebundene IgE-
Antikorper miteinander kreuzzuvernetzen (Abb. 1-2 [1, 2]). Dadurch wird eine Konforma-
tionsdnderung induziert, die bei der Mastzelle eine Degranulation praformierter Mediatoren
aus den Granula bewirkt (Abb. 1-2 [3, 4]) [31-34]. Hierzu zihlen z.B. Histamin, Leukotriene

und Prostaglandine. Diese sind fiir die Symptome der Sofortreaktion verantwortlich, die

Seite 4



1 Einleitung

bereits innerhalb von Sekunden nach Allergenkontakt auftreten: Kontraktion der glatten
Muskulatur, Verengung der Bronchien, Juckreiz und Erhéhung der GefdBdurchlissigkeit
(Vasodilatation) und der Permeabilitdt. Letzteres geschieht iiber die Bildung von Adhésions-
molekiilen in den Endothelzellen der Blutgefile. Diese ermoglichen es zirkulierenden
Immunzellen wie Eosinophilen, Th2-Zellen, Neutrophilen, Basophilen und mononukledren
Zellen aus den Blutgefdllen in das Gewebe einzuwandern, wo sie {iber den Allergenkontakt
ebenfalls zur Degranulation bzw. Aktivierung gebracht werden. Diese Reaktion hilt die
Entziindung aufrecht (Abb. 1-2 [5-8]).

Die Spitreaktion 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 Entziindungsherd gelockt (zelluldre
Infiltration), die reaktive Sauerstoffderivate sowie weitere toxische Produkte freisetzen und
so zu Gewebeschadigungen flihren [1, 31, 32, 35, 36]. Klinisch duBlert sich diese Spitreaktion
sechs bis 24 Stunden nach Allergenkontakt durch anhaltende Odeme, Gewebeschwellungen,
gesteigerte  Schleimproduktion in den Bronchien und erhohte Reaktivitit der
Bronchialmuskulatur. Dies kann im schlimmsten Fall zu einem anaphylaktischen Schock

fiihren.

Nachdem der Mechanismus der allergischen Reaktion vorgestellt wurde, stellt sich nun die
Frage, worin die Ursachen fiir den starken Anstieg der Allergien in den modernen Gesell-
schaften liegen konnten. Diese Frage wird vielfdltig diskutiert. Hypothesen reichen von der
Anderung des Erndhrungsverhaltens iiber Umweltverschmutzung, Stress und genetische
Pradisposition bis hin zur Urwald- und Hygienehypothese (mangelnde Stimulation des
Immunsystems durch Parasiten bzw. mikrobielle Faktoren) [4, 37-40]. Schliisselelemente fiir
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 praferieren [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 tatséchlich zu einem
Allergen werden ldsst intensiv diskutiert [4, 34]. Diese Frage stellt sich vor allem deshalb,
weil nicht jedes Protein in einem allergen-wirkenden Extrakt auch tatsidchlich 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 Allergengrofle die Funktion des
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Allergens, vor allem im Hinblick auf die Féhigkeit physikalische Barrieren, wie z.B.
Schleimhéute zu tiberwinden, die Stabilitit des Allergens und die Fremdheit des Allergens
gegeniiber Proteinen aus Menschen. Auch wird verstirkt nach typischen Sequenzmotiven fiir
lineare T-Zell- und/oder B-Zell-Epitope, nach allgemeingiiltigen strukturellen Merkmalen fiir

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 auslosen kann [1, 4]. Abhédngig von der Sensibilisierungsrate
innerhalb einer Population werden bei liber 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-Antikorperbildung hervor [43]. Diese Féahigkeit 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-Antikdrperproduktion (Sensibilisierung) und kann auch durch Vernetzung
rezeptorgebundener IgE-Antikorper die akute Phase der Typ-1 Allergie induzieren [43]. In
vitro wird dabei z.B. die Leukotrienfreisetzung in einem Basophilen-Aktivierungstest

gemessen.

Physikochemische FEigenschaften, in denen Immunogene/Antigene von Allergenen
unterschieden werden konnen sind bisher nicht bekannt [43]. In dieser Arbeit wird im
Wesentlichen der Begriff ,,Allergen” verwendet und lediglich bei der Fokussierung des

einzelnen Aspektes zwischen ,,JImmunogen/Antigen® und ,,Allergen‘ unterschieden.

In der Literatur werden Allergene meist zusitzlich iiber den Expositionsweg klassifiziert.
Dabei wird zwischen Aeroallergenen, Nahrungsmittelallergenen und Kontaktallergenen
unterschieden. Als Aeroallergene sind neben Pollenallergenen auch Milbenallergene sehr gut

untersucht. Immer stirkere Beachtung finden in den letzten Jahren die Schabenallergene.

1.5 Schabenallergie

Die Allergie gegen Schaben wird tliber deren Allergene ausgeldst. Schabenallergene in Form
von aerosolisierten Partikeln wurden in schabenbefallenen Domizilen detektiert [z.B. 46-50].
Die Allergene gelangen tiber Fikalien und Speichel sowie tliber 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 Hautungszyklen begleitet werden,

sodass tliber Zerfall der Exuvien ebenfalls Allergene in den Hausstaub gelangen kdnnten.

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

Die Allergie gegen Schaben manifestiert sich in der eingangs vorgestellten IgE-vermittelten
Typ-I Allergie und 16st beim Patienten respiratorische Beschwerden wie z.B. allergisches
Asthma bronchiale und/oder Rhinokonjunktivitis aus [54-57].

Seit den Anfingen 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 {iberall dort statt, wo die gegebenen Lebens-
umstidnde das Vorhandensein von Schaben fordern [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 erhdhten 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 Lebensrdumen kurz erldutert und anschlieBend 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 europdischen Lindern 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: Landern,
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in denen lediglich Schaben gefunden wurden, jedoch keine oder nur geringe Sensibili-
sierungsraten festgestellt wurden sind in blau eingefdrbt und Lindern mit einer nachweislich
hohen Sensibilisierungsrate in orange. Die zahlreichen Referenzen zu den einzelnen Studien
sind im Anhang (Abschnitt 8.1) aufgefiihrt.

= Schabenvorkommen

Abb. 1-4: Europakarte mit eingefirbten Lindern, in denen Allergien gegen Schaben nachgewiesen sind
(orange). In den blau eingefarbten Landern wurden bisher lediglich Schaben nachgewiesen, Allergie gegen
Schaben jedoch (noch) nicht diagnostiziert. [verdndert 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 gehéuft in den 70iger Jahren [71-79].
Dann erst 2005 haben in Deutschland unabhingig voneinander zwei gro3e Schabenplagen in
der Bevolkerung fiir 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 Loscharbeiten 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 durchgefiihrt: 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 Léndern die Prdvalenz gegen diese Schabe mit 6.1% deutlich unter den
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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 Beriicksichtung der Ergebnisse aus den anderen Lidndern sowie der aufgetretenen
Schabenplagen in Damme und Bernau, wire es angebracht in Deutschland mit gréeren

Stichproben die Priavalenzen auf Schabenallergie erneut zu testen.

1.7 Systematische Einordnung der Schaben
Weltweit sind iiber 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].

Arthropoda
1

1
. Coleoptera Lepidoptera Diptera
m (Kifer) (Schmetterlinge) (Zweifliigler)
Blattodea
Blattidae Blaberidae Blattellidae

Calliphora

vicina

g N 4
Periplaneta americana Blattella germanica ]
(. J (.
4 N\ 4
Blatta orientalis Supella longipalpis ]
(. J (.
4 N\

Periplaneta fuliginosa
(. J

( )

Blaberus discoidalis
|\ J

Abb. 1-5: Phylogenetische Einordnung der Schaben in den Stamm der Arthropoda.
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Die meisten Schabenspezies stammen urspriinglich aus den Tropen und Subtropen, wo sie
einen wichtigen Bestandteil des Okosystems darstellen [94]. In Deutschland bzw.
Mitteleuropa sind je nach Literatur zwischen 12 und 15 Schabenarten aufgefiihrt, von denen
einige Arten heimisch sind. Bei den iibrigen 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 zihlt
[95]. Ein 1995 von Mielke gestartetes Vorhaben zum Erfassen synanthroper Schaben in
Deutschland scheiterte an der Interessenlosigkeit der Mehrzahl der befragten Schadlings-
bekdmpfungsbetriebe [96].

Synanthrope Arten werden in der Literatur auch hdufig als ,,domestic* bezeichnet. Sie sind
aufgrund ihrer Lebensweise eng mit dem Menschen assoziiert und in Deutschland im
Infektionsschutzgesetzt sogar als Schédlinge ausgewiesen [97]. Dort werden in §2, Absatz
12, sieben Schabenarten als tierische Schédlinge eingestuft, die in Tabelle 1-2 aufgefiihrt

sind. Insgesamt gelten im wissenschaftlichen Sinne etwa 25 bis 30 Schabenspezies als

Schidlinge.

Spezies Wissenschaftlicher Name

Deutsche Schabe Blattella germanica (Linné, 1767)
Braunbandschabe Supella longipalpa (Fabricius, 1798)
Orientalische Schabe/ Kiichenschabe | Blatta orientalis (Linné, 1758)
Amerikanische Schabe Periplaneta americana (Linné, 1758)
Australische Schabe Periplaneta australasiae (Fabricius, 1775)
Braune Grof3schabe Periplaneta brunnea  (Burmeister, 1838)
Rauchbraune Grof3schabe Periplaneta fuligginosa  (Serville, 1839)

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

In Deutschland treten diese Schadlinge im Allgemeinen nur in beheizten Innenrdumen auf
und konnen mit wenigen Ausnahmen (z.B. auf Miilldeponien) unter den klimatischen
Bedingungen Mitteleuropas nicht im Freiland tiberwintern. Dominierende Arten hierzulande
sind die Deutsche und die Orientalische Schabe [101], doch auch die Amerikanische Schabe
ist in Deutschland auf dem Vormarsch [personliche Mitteilung 102]. Sie wurde bereits 1938
in Gewichshdusern in Magdeburg nachgewiesen [96, 103]. Synanthrope Schaben sind
aufgrund ihrer eng mit dem Menschen verbundenen Lebensweise von Besonderen Interesse.

Sie konnen die Gesundheit des Menschen auf unterschiedliche Art und Weise nachteilig
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beeinflussen: mit threm Speichel und Kot kontaminieren sie Essen und Geschirr, sie konnen
unangenehm riechende Sekrete ausscheiden, rufen psychologischen Stress hervor und konnen
als Wirte Bakterien und virale Pathogene {ibertragen [94, 104-106]. Von besonderem
Interesse sind insbesondere deren Allergene, die zu respiratorischen Allergien fiihren [104,
105].

1.8 Allergenspektrum der Schaben

Bei den ersten Untersuchungen der allergenen Potenz von Schaben wurden Ganzkorper-
extrakte, sogenannte Crude-Extrakte oder auch Mazerate genannt, verwendet und mit Seren
von Patienten untersucht [z.B. 95, 107-111]. In Abhédngigkeit 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-Antikorper 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 konnen in neun Proteingruppen eingeteilt werden, die in Abb. 1-6 (ndchste Seite)

zusammen mit weiteren Allergenen dargestellt sind.

Insgesamt sind zur Zeit (Stand Januar 2008) ohne Beriicksichtigung allergener Isoformen
mindestens 586 Allergene identifiziert, doch lediglich von ca. 5% der identifizierten
Allergene existiert auch eine Rontgenkristallstruktur, darunter eine von dem Schabenallergen
Bla g 2, welches in Abb. 1-6 rosa eingefarbt 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 ndher untersucht wurden (Abb. 1-6). Von den in grau dargestellten Allergenen
ist lediglich die cDNA bekannt und ein Nachweis der Allergenitit steht noch aus.
Insbesondere bei Per a 3 ist auffillig, 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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Periplaneta Blattella Periplaneta Dermatophagoides
americana germanica fuliginosa

unbekannt ( Peral ) Blag1
Aspartat-

Protease Per a 2

Hexamerin

Blag4 Der 13

Glutathion S-
Transferase ( Pera s ) Blags

Calycin

Troponin-C Blagé

Tropomyosin

Blag?7 (Perf7> (Derplo ’

Myosin Blag8

Arginin- Der p 20
Kinase

Abb. 1-6: Ubersicht iiber die bisher identifizierten Schabenallergene mit Bezug zu ihrer jeweiligen
Proteingruppe. Zusitzlich zu den bekannten Schabenallergenen sind weitere bekannte Allergene der jeweiligen
Gruppe aufgefiihrt. Allergene mit ,,Der p“ bzw. ,,Der f* stammen aus der Milbe Dermatophagoides pteronyssinus
bzw. D. farinae. Zahlreiche dieser hier aufgefiihrten 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 Allergenitit steht
noch aus. Bla g 2 ist farblich hervorgehoben, da dieses Allergen das einzige Schabenallergen ist, von dem eine
Rontgenkristallstruktur existiert. In gelb dargestellt sind die Allergene aus der Amerikanischen Schabe, die in
dieser Arbeit untersucht wurden.

Nachfolgend werden die bisher identifizierten Schabenallergene in Zusammenhang zur zu
homologen Allergenen und der Sensibilisierungsrate am Beispiel ihrer Proteinklassen

vorgestellt.

1.8.1 Gruppel
Proteine, die zur Gruppe 1 der Schabenallergene gezédhlt werden, sind im Tierreich bisher nur
in den beiden Schabenspezies Blattella germanica und Periplaneta americana als Allergene

(Blag 1 und Per a 1) identifiziert, wobei es Indizien gibt, dass homologe Proteine wahr-

Seite 12



1 Einleitung

scheinlich auch in Blatta orientalis und Supella supellectilium zu finden sind [112, 121, 122].
Bla g 1 wurde in élteren Verdffentlichungen zumeist als Bla g BA90K 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 Aminosduren (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 fiir 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 fiir
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 gekldrt werden. Bekannt ist, dass
sowohl Bla g 1 als auch Pera 1 in den Fikalien 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 g1 auszuscheiden, dass die Allergen-
konzentration die Sensibilisierungsgrenze iiberschreitet [128]. Die Per a 1-Proteine 10sen 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 g2 und Pera2 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 auBerdem das einzige Schabenallergen von
dem bisher die Rontgenkristallstruktur gelost wurde (Abb. 1-6, in rosa eingefarbt) [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 Fékalien 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]. Fiir Per a 2 kann aus der Sequenz ein dhnliches Molekular-
gewicht von 38 kDa errechnet werden, wobei iiber dessen Oligomerisierung noch nichts
bekannt ist. Zwischen den beiden Schabenspezies ist diese Allergengruppe nur schwach
kreuzreaktiv, muss jedoch zu den Majorschabenallergenen gezdhlt werden:
schabenallergische Patienten zeigen eine 60-80%ige IgE-Privalenz gegeniiber Bla g 2 [42,
50, 114, 137] und Per a2 wurde von IgE-Antikorper 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 Sequenziibereinstimmungen 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
Fékalien lokalisiert [53].

In ersten Untersuchungen von Wu et al. (1988) wurde Per a 3 partiell aus einem Ganzkorper-
extrakt gereinigt. Diese Per a 3-haltige Fraktion wurde als Cr-PI bezeichnet und erwies sich
als auBlerordentlich 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 16ste im Hauttest 73% positive Reaktionen aus und
konnte in vitro 1gE von 100% der getesteten Seren binden [108]. Zusétzlich 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 Allergenitit [138,
143].

. veraltete
Oft.‘melle Bezeichnung s Mr [kDa] | pHi l?e:q lf- Referenz
Bezeichnung Anzahl tivitit
(Klon)
Per a 3.01 Ci12 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 Reaktivititen wurden im Hauttest an 19 schabensensitiven Patienten
mit Asthma ermittelt. Diese vier Klone entsprechen zwei Per a 3-Isformen. Per a 3.01 ist vollstdndig 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 (abziiglich 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 Ubersicht iiber 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 auffillige Sequenzhomologie
(20-36%) zu Insekten-Hamolymph-Proteinen (Arylphorinen), wie Wu und Mitarbeiter
anhand zahlreicher Beispiele belegten [5, 138-143]. Arylphorine sind per Definition Proteine,
deren Anteil an aromatischen Aminosduren iiber 15% liegt [146]. Im Allgemeinen beinhaltet
diese Bezeichnung weder eine Aussage iiber die Struktur des Proteins noch {iber dessen
Funktion oder (familidre) Zuordnung, da sich Arylphorine aus verschiedenen Insekten-

ordnungen einander nicht sonderlich dhnlich 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 Himocyanin-verwandten Insekten-Hiamolymph-Proteinen,
die nach ihrer nativen Zusammensetzung von sechs homologen oder in manchen Féllen auch
heterologen Untereinheiten benannt sind. Diese besitzen ein Molekulargewicht zwischen
70 kDa und 85 kDa und haben die Fahigkeit 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 fiir Per a 3 die Begriffe Hexamerin und Arylphorin verwendet, je nachdem, welcher

Proteinaspekt beleuchtet werden soll.

Aus der Himolymphe 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 aulerdem mit den spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm von
1.65 [1/(g*cm)] bzw. 1.44 [1/(g*cm)] etwas unterschiedliche Aminosdure (AS)-Zusammen-
setzungen [148]. Weiterhin konnen sie aufgrund ihrer Oberflichenladungen sowie ihren
Sekundirstrukturanteilen differenziert werden. Da die Strukturverwandtschaft sowie eine
51%ige Homologie zum Arthropoden-Hamocyaninen aus Panulirus interruptus gegeben

war, konnten wir ein Homologie-Modell von hexamerem Per a 3.01 erstellen.

Dieses Modell ermoglichte die Lokalisierung der bereits identifizierten linearen B-Zell-
Epitope: WOTYLRDPVFYQY”,  “NNVDQI'!,  *VDKGHNYCGYPENLLI®”,
SPIPKGKKGGQAY® [140]. Diese Epitope sind in der Quartdrstruktur hauptséchlich an der
Proteinoberflidche lokalisiert, sodass IgE-Antikorper das native Protein potentiell erkennen

konnen. Eine Analyse fiir 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 hiufig
auch als Synonyme verwendet werden: Calycin, Lipocalin und Liganden-Bindungsproteine.
Dieser Gruppe 4 gehoren zahlreiche wichtige Allergene an, die in der Lage sind, IgE-
Antworten durch Inhalation (Aeroallergene) oder Verdau (Nahrungsmittelallergene) zu
induzieren. Sie l0sen 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 Abhédngigkeit vom Expressionssystem ein Molekular-
gewicht von 18-23 kDa [156]. Bei Periplaneta americana ist Per a 4 -ausgehend von einer
cDNA-Bank- kiirzlich 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, wiren jedoch basierend auf einer Calycin-
typischen 3D-Struktur mit gleichen Faltungsmotiven denkbar [50, 155, 158]. In serolo-
gischen Studien weisen schabenallergische Patienten, in Abhédngigkeit von der Testmethode,
eine IgE-Pravalenz von 40-60% gegeniiber 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-Sequenzidentitét [166, 177]: Bla g 5 ist vom sigma Typ und
BgGSTDI1 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]. Weiterfilhrende Experimente lassen den Riickschluss zu, dass noch
mindestens eine weitere GST in Blattella germanica vorhanden sein muss [166, 178]. IgE
Antikorper 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]. Unabhéngig von

dieser Studie wurde aus Periplaneta americana eine GST (nicht ndher 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 gekldrt. In einer interessanten Studie von Arruda et al. (1997) konnte
paradoxerweise nachgewiesen werden, dass ausgerechnet die zur Schabenbekdmpfung
empfohlenen Insektizide in Blattella germanica eine gesteigerte GST-Expression zum Schutz
gegen diese Insektizide auslost [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 ubiquitdren 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 Allergenitit,
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-Sequenzidentitdt auf [182]. In Abhingig-
keit zur Studie finden sich in der Literatur mit 14% bzw. 50% sehr stark abweichende
Sensibilisierungsraten gegeniiber 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 Stammen 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: Pera 7 aus Periplaneta americana, Per f7 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 fiir die ausgeprigten 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 zusitzlich 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 iiber 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 Aminosduren, die ein
errechnetes Molekulargewicht von 21.2 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 4.22
aufweist. Ein Nachweis {liber die allergene Aktivitit von Bla g 8 fehlt bislang, sodass die
Einordnung dieses Proteins zu den Allergenen ohne weitere Experimente als duBerst fraglich
angesehen werden sollte und dieses Protein an dieser Stelle nur der Vollstindigkeit halber

aufgefiihrt 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-
Aktivitdt ist nicht nur fiir die Muskelkontraktion wichtig, sondern kann auch ganz allgemein
direkt oder indirekt die Verfiigbarkeit von ATP regulieren [203, 204]. Funktionell ist diese
Proteinklasse analog zu den gut untersuchten Keratin-Kinasen aus Vertebraten [205].
Aufgrund ihrer Schliisselfunktion 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. Ploi 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 zusétzlich das allergene Potential bestimmt wurde. Diese Kinase
wird inzwischen als Per a 9 bezeichnet [218]. Fiir Blattella germanica steht ein Nachweis der

Allergenitit 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 fiir respiratorische Allergene
typisch, l6sen auch die Arginin-Kinasen bei Atopikern allergisches Asthma aus [199].
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1 Einleitung

1.9 Motivation und Ziele der Arbeit

Fiir eine bessere Diagnostik und Therapie der Schabenallergie ist die Identifizierung und die
molekulare Charakterisierung der relevanten Allergene eine Grundvoraussetzung [15, 219].
Den Anstof3 fiir eine bessere Allergencharakterisierung wurde u.a. von Patterson und Slater
(2001) gelegt, die zeigten, dass die fiir eine Allergiediagnostik verfligbaren Schabenextrakte

sehr unterschiedliches allergenes Potential aufwiesen [95, 220].

Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es daher Himolymph- und Crude-Extrakte zu vergleichen
sowie allergene Proteine aus der Amerikanischen Schabe Periplaneta americana zu isolieren
und zu charakterisieren. Hierflir 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 zusitzlich
betrachtet.

Die Besonderheit der Per a 3-Allergene liegt darin, dass obwohl bisher (Teil-)Sequenzen von
iiber 742 Allergenen bekannt sind [www.allergen.org], auBler Per a 3 kein weiteres Allergen
zur Proteinklasse der Hexamerine gehort. Um mogliche Griinde hierfiir zu finden, werden die
biochemischen und strukturellen Untersuchungen in Zusammenhang zur Hexamerin-Familie

bzw. Superfamilie der Himocyanine gebracht.

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

deren Oligomerisierung zuriickzufiihren ist.

Da eine intakte dreidimensionale Proteinstruktur und somit die Stabilitét der Proteine fiir die
Immunantwort von enormer Bedeutung sind, wird ebenfalls die Stabilitit der Pera 3-
Allergene gegeniiber chaotropen Reagenzien untersucht. In weiteren Experimenten wird die
Stabilitdt der Allergene im Hinblick auf die Antigenprédsentation verfolgt; hierfiir wird in
einem Modellsystem die Proteinstabilitit gegeniiber dem pH-Bereich der endosomal/lyso-

somalen Kompartimenten untersucht.

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit ist die Betrachtung der Arginin-Kinase Pera9 aus
Periplaneta americana. Aufgrund der essentieller Funktion und allergener Potenz dieses
Allergens wurde Pera9 aus einem Periplaneta americana Extrakt heraus isoliert und

anschlieBend punktuell charakterisiert.
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2 Material und Methoden

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Gerite

Gerét Gerét-Spezifikation Firma Ort
. Optima XL-I Analytical
Iéﬁ??;elrslfr}ilf’u o Ultrazentrifuge, Beckman Coulter Krefeld
£ Rotor: AN 50 Ti
Autosampler Waters GmbH Eschborn
Trans-Blot® SD Semi-Dry . .
Blot-Apparatur Transfer Cell BioRad Miinchen
Densitometer GS_8.00 Calibrated BioRad Miinchen
Densitometer
Dynamisches Lichtstreu- Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments Herrenberg
spektrometer GmbH
. GE-Healthcare .
Flachbettgelkammer Multiphor 2117 (chemals LKB) Miinchen
Biologic HR mit
Fraktionssammler Modell BioRad Miinchen
2128
FPLC BioLogic Duo Flow mit
BioLogic BioFrac BioRad Miinchen
Fraktionssammler
. ALPHA 1-4 LSC inkl. Martin CHRIST
Gefriertrocknung Gefriertrocknungs- Osterode
Vakuumpumpe RZ-2
anlagen GmbH
Gradientengel- . . . .
. Gradienten-Mischkammer | Knick Reiskirchen
Mischkammer
Gradientengel- H. Holzel Dorfen
Laufkammer
Heizblock TCR Roth Karlsruhe
7Z233MK-2; .
Rotor 220.87 V05/6 Hermle Wehingen
Kiihlzentrifugen Universal 16 R; Rotor . :
1614, Rotor 1624 Hettich Tuttlingen
Universal 32 R; Rotor 1617 | Hettich Tuttlingen
Massenspektrometer nanoA(TJSUITY UPLC Waters GmbH Eschborn
System
- Von Keutz o
Minigel-Kammer Labortechnik Reiskirchen
Membran- MZ 2C Vacuubrand GmbH + Wertheim
Vakuumpumpe CO
Mixer MX 32 Braun GmbH Kronberg im
Taunus
pH-Meter 766 Calimatic Knick Berlin
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Gerit Gerit-Spezifikation Firma Ort
Pumpe Gradientengel Minipuls 2 ABIMED, Gilson Langenfeld
Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus PF Millipore Eschborn
Mini Rocking Platform Biometra GmbH Gottingen
Schiittler Heidolph Instruments
Duomax 1030 GmbH & Co KG Schwabach
Power-Pac-3000 BioRad Miinchen
Blue Power 3000 (BP- SERVA Heidelberg
Spannungsquellen 3000)
Model 200/2.0 Power BioRad Miinchen
Supply
Wasserbad WK 100 Colora Lurch
Waagen Analytic A 200 S Sartorius GmbH Gottingen
£ MJ 3000 YMC Co. Ltd. Kyoto, Japan
o _ U-3000 Hitachi Tokio, Japan
Zweistrahl-Absorptions- Cary 1E Varian Darmstadt
photometer - -
Cary-300 Bio Varian Darmstadt
Tabelle 2-1: Verwendete Geriite.
2.1.2 Gebrauchsartikel
Material Spezifikation Firma Ort
B10—Sc.?ﬂe Q2 Column; BioRad Miinchen
. . 2 ml Sdulenvolumen
Anionenaustauscher-Séule Uno Q12, 12 ml
no >, 1o BioRad Miinchen
Saulenvolumen
. . 3.5mmx2mmx 1 mm .
Applikatorstreifen Probentasche SERVA Heidelberg
. . . . Schleicher und
Blotting-Filterpapier Blotting Papers BG002 Schuell Dassel
CAST-2000 ELISA Biihlmann Schoenenbuch,
Schweiz
. . 1.5 ml Volumen,
Einmalkiivetten Schichtdicke 1 cm Roth Karlsruhe
Elektrodenstreifen Filter Cardboard 120 mm x SERVA Heidelberg
6 mm x | mm
Cam brex Bio Rockland, Maine,
Gelbond®film Science USA
Rockland, Inc
S-300 16/60 Pharmacia Erlangen
GroBenausschlusssiule S-300 26/60 Pharmacia Erlangen
S-200 16/60 Pharmacia Erlangen
SERVALYT PRECOTES-
IEF-Gele Gel SERVALYT PreNets- | SERVA Heidelberg
Gel
.. . . DTS 2145 “Niedrig-
Kiivette fiir dynamische Volumen Glaskiivette”, Hellma Miillheim

Lichtstreuung

75ul
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Material Spezifikation Firma Ort
Membran Filter Supor®-200, 0.2 pm Pall GmbH Dreieich
. Protan ® BAS3, Schleicher und

Nitrocellulose-Membran 0.2um Pore Size Schuell Dassel
Sequi-Blot™PVDEF-

PVDF-Membran Membran fiir Protein- BioRad Miinchen
sequenzierung, 0.2 um

Quarzkiivette Suprasil® Hellma Miillheim

. Acrodisc ® 13 mm Syringe -

Spritzenfilter Filter, Supor® Membran Pall GmbH Dreieich
nanoACQUITY UPLC™

Umkehrphasensdule Symmetry C18 (C18, 100 Waters GmbH Eschborn
pum x 10 cm)

Zentrifugalkonzentratoren | Vivaspin 20 30000 MWCO | OMNILAB Bremen

Tabelle 2-2: Verwendete Materialien.

2.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von pro analysis Qualitit und wurden, wenn nicht

anders angegeben von der Firma Roth (Karlsruhe) bezogen.

Chemikalien Firma Ort
2D-Immungelelektrophorese
Amersham Pharmacia Uppsala,
Agarose M Biotech AB Schweden
Barbital-Natrium Merck Darmstadt
Barbital Merck Darmstadt
Gelelektrophorese
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka Neu-Ulm
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Merck Darmstadt
-Mercaptoethanol SERVA Heidelberg
Bromphenolblau SERVA Heidelberg
Kaleidoskop-Standard BioRad Miinchen
Precision Plus Protein TM unstained Standard BioRad Miinchen
Prestained Protein Marker, Broad Range New England Biolabs Frankfurt a.M.
GmbH
IEF
Trichloressigsédure SERVA Heidelberg
SERVA Violet 17 SERVA Heidelberg
Kerosin SERVA Heidelberg
Kathodenlosung pH 10 SERVA Heidelberg
Anodenldsung pH 3 SERVA Heidelberg
SERVA Liquid Mix IEF-Proteinstandard 3-10 SERVA Heidelberg
Massenspektrometrie
Dithiothreitol Sigma Steinheim
[Glul]Fibrinopeptid-Losung Sigma Steinheim
Trypsin Promega GmbH Mannheim
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Chemikalien Firma Ort
Phenoloxidaseaktivitiit
3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon . L
(MBTH) Sigma Steinheim
Tyramin Hydrochlorid Sigma Steinheim
Dopamin Hydrochlorid Sigma Steinheim
Tyrosinase (Agaricus bisporus) Sigma Steinheim
Proteinkonzentrationsbestimmung

. . . Rockford,
Modified Lowry ProteinReagent Pierce llinois, USA
Folin-Ciocalteu Reagenz Sigma Steinheim
BioRad Protein Assay BioRad Miinchen
Puffer
Natriumdihydrogenphosphat Merck Darmstadt
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma Steinheim
Western-Blot
Magermilchpulver Saliter und TSI Obergriinzburg

und Zeven

Dimethylformamid (DMF) Sigma Steinheim
anti-rabbit-IgG konjugiert mit Alkalischer Siema Steinheim
Phosphatase, A3687 &
Sulfonsalicylséure Merck Darmstadt
Sonstige
Kohlenstoffdioxid Linde Frankfurt
Fliissiger Stickstoff Linde Frankfurt
Protease-Inhibitor Cocktail Sigma Steinheim

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

2.1.4 Puffer und Losungen
Alle Losungen wurden mit Wasser aus der Reinstwasseranlage angesetzt. In der vorliegenden

Arbeit wird dieses Reinstwasser als Wasser (H,O) bezeichnet.

Der pH-Wert samtlicher Puffer wurde mit dem pH-Meter bei Raumtemperatur (RT) mit
konzentrierter Salzsdure (HCI) oder mit Natronlauge (NaOH) titriert. Das pH-Meter wurde
abhdngig vom Messbereich mit den Eichlésungen (pH +0.02) pH 4.0 und pH 7.0 bzw. pH 7.0
und pH 10.0 geeicht. Alle sdulenchromatographisch verwendeten Puffer wurden durch
0.2 um Membran-Filter sterilfiltriert und fiir mindestens 30 Min. mit der Membran-Vakuum-

pumpe entgast.

Seite 23



2 Material und Methoden

Puffername

Verwendung

Zusammensetzung

Citratpuffer

pH-Stabilitét

0.1 M Citronenséure, 10 mM Tri-
Natrium-Citrat Dihydrat, pH 3.5

Crude-Extrakt-Puffer

Extrakt-Gewinnung

100 mM TRIS/HCIL, 5 mM CaCl,, 5 mM
MgCl,,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
GdnHCI, 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/HCI, 1 M NaCl, pH 7.5
(4°C)

Elutionsschabenpuffer B | IEX 20 mM TRIS/HCI, 1 M NacCl, pH 7.5

(20°C)

Héamolymphpuffer

Extrakt-Gewinnung

100 mM TRIS/HCI, 5 mM CacCl, 5 mM
Mg Cl,.0.01% (w/v) PTU, pH 7.8

PBS 10fach (,,phosphate

buffered saline®)

Immunologische Versuche

100 mM NaH,PO,4, 140 mM NaCl, pH 6.6

PBS

Immunologische Versuche

10 mM NaH,PO, 14 mM NacCl, pH 7.2

Phosphatpuffer A Phenoloxidase-Aktivitit 28.3 mM Na,HPO,, 21.7 mM NaH,POy,,
150 mM NaCl, pH 7.0
Phosphatpuffer B Lowry-Assay 61.5 mM Na,HPO,, 38.5 mM NaH,PO,,
pH 7.0
Phosphatpuffer C pH-Stabilitét 33 mM Na,HPO,, 67 mM NaH,PO,,
pH 6.5
Phosphatpuffer D pH-Stabilitét 13 mM Na,HPO,, 87 mM NaH,PO,,
pH 6.0
Schabenpuffer A IEX 20 mM TRIS/HCI, pH 7.5 (4°C)
Schabenpuffer B IEX 20 mM TRIS/HCI, pH 7.5 (20°C)
Schabenpuffer C S-300 100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM
MgCl,, pH 7.8 (4°C)
Schabenpuffer D S-300, Stabilisierungs- 100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM
puffer, pH-Stabilitét MgCl,, pH 7.8 (20°C)
Agaroselosung 2D-Immungel- 1% (w/v) Agarose M, 20% (v/v)
elektrophorese Veronalstammlosung, bei 200°C losen,
bis die Losung klar ist.
Laufpuffer 2D-Immungel- Veronalstammldsung 1:5 mit H,O
elektrophorese verdiinnen
Veronalstammldsung 2D-Immungel- 103 g Barbital-Natrium in 2 1 H,0, 20 g
elektrophorese Barbital in 2 | H,O unter Erhitzen 16sen.
Beide Losungen zusammengeben und auf
5 1 mit H,O auffillen
Waschlosung 2D-Immungel- 0.6% (w/v) NaCl
elektrophorese
APS Gelelektrophorese 2 % (w/v) APS
Denaturierungspuffer Gelelektrophorese 25% (v/v) Sammelgelpuffer, 20% (v/v)
(DP) Glycerin, 40% (v/v) SDS-Losung, 10%

(v/v) B-Mercaptoethanol, 5% (v/v) H,O,
1 Spatelspitze Bromphenolblau
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Puffername Verwendung Zusammensetzung

Laufpuffer fiir native Gelelektrophorese 25 mM TRIS, 150 mM Glycin

Gele

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

Nativer Probenpuffer Gelelektrophorese 50% (v/v) Glycin, 0.1% (w/v)

(BPB) Bromphenolblau

Sammelgelpuffer Gelelektrophorese 0.5 M TRIS /HCI, pH 6.5 (22°C)

Trenngelpuffer Gelelektrophorese 1.5 M TRIS/HCI, pH 8.8 oder pH 7.5
(22°C)

BCIP-Losung Western-Blot 50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat-p-toluidinsalz (BCIP) in
DMF

Blockldsung Western-Blot 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST

Entwicklungslésung Western-Blot 1 ml Entwicklungspuffer, 33 pl BCIP, 66
ul NBT, 9 ml Wasser

Entwicklungspuffer Western-Blot 100 mM TRIS/HCI, 1.0 M NaCl, 50 mM
MgCl,, pH 9.5

NBT-Losung Western-Blot 50 mg/ml p-Nitrobluotetrazolium (NBT)
in 70% (v/v) Dimethylformamid (DMF)

»Ponceau-S”-Losung Western-Blot 3% (w/v) Trichloressigsaure, 3% (W/v)
Sulfonsalicylsdure, 0,2% (w/v) Ponceau-S

Primérantikorper in Western-Blot in Blocklosung, Verhéltnis wird fiir jeden

Blocklosung Western-Blot spezifisch angegeben

Sekundérantikorper in Western-Blot 0.01% (v/v) anti-rabbit-IgG mit

Blocklosung gekoppelter Alkalischer Phosphatase in
Blockldsung

TBS (“TRIS buffered Western-Blot 100 mM TRIS/HCI, pH 7.4 (20°C), 1.4 M

saline”) NaCl

TBST (“TRIS buffered Western-Blot 0.3% (v/v) Tween 20 in TBS

saline with Tween”)

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

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

2.1.5 Software und Datenbanken

Programm Anwendung Versionen, Firma Ort/ Referenz
Allergenliste Offizielle International Union of http://www.allergen.org
Allergenliste Immunological Societies
Antheprot2000 Sequenzanalyse v5.2 release 1.1.6 http://antheprot-
pbil.ibep.fr
ClustalX Sequenzalignment | 1.83
DTS-Nano: Aufnahme und 4.0, Malvern Instruments | Herrenberg
Dispersion Verarbeitung von GmbH
Technology Software | dynamischen
Lichtstreudaten
GeneDoc Analyse 2.6.002
Sequenzalignment
NCBI Proteinsequenzen http://www.ncbi.nlm.nih.
gov
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Programm Anwendung Versionen, Firma Ort/ Referenz

Quantity One Bildverarbeitung und - | 4.5.2, 4.5.0, BioRad Miinchen
analyse

POVRAY Erstellen von Modell- | 3.6 WWW.povray.org
Abbildungen

PROTEINLYNX Massenspektrometrie 2.2, Waters GmbH Eschborn

Global Server

RasMol Auswertung und v2.7.2.1 http://www.umass.ed
Anfarben von u/microbio/rasmol/
Homologie-Modellen

SDAP-Datenbank Structural Database of http://fermi.utmb.edu/
allergenic Proteins SDAP/index.html

UltraScan Auswertung 6.0 (Linux), 7.2 (Linux), | http://www.ultrascan.
Analytische 8.0 (Windows), B. uthscsa.edu
Ultrazentrifugation Demeler

YASARA Auswertung und Twinset 7.1.18 221

Anférben von
Homologie-Modellen

Tabelle 2-5: Verwendete Software und Datenbanken.

2.1.6 Sequenzen

Accession- | Accession- | Bezeichnung/Protein Spezies Referenz
Name Number
AAA74579 | 951139 Hx Subunit precursor Blaberus discoidalis 222
Q17127 2495187 Hexamerin precursor Blaberus discoidalis 223
ABDA47458 | 88657350 | Blag8 Blattella germanica 197
ABC86902 | 86160922 | Arginine Kinase Blattella germanica 213
AAP57094 | 37785884 | Der p 20, Arginine Kinase Dermatophagoides 224
pteronyssinus

CAA48654 | 311350 Arginine Kinase Homarus gammarus 201
IM15 27065506 | Arginine Kinase Limulus polyphemus 225
ABI98020 | 115492980 | Lit v 2, Arginine Kinase Litopenaeus vannamei 215
THCY 494086 Arthropodan Hemocyanin Panulirus interruptus 226

(Deoxygenated) Refined

Using Constrained 32 Point

Group Symmetry
Q25641; 2833325; Allergen Cr-PI precursor; Periplaneta americana 138
AAB09629 | 1580792 Pera 3.01 (C12)
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 Pera? Periplaneta americana 132
AAX33730 | 60678791 Pera 6 Periplaneta americana 183
AAT77152 | 50428904 | Per a9, 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 Verfiigung 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. Fiir die Extraktherstellung wurden zwei Methoden
gewdhlt: zum einen die schonende Entnahme der Himolymphe (HL) aus den Schaben sowie
die Herstellung eines Ganzkorperextraktes, der in der Literatur hauptsdchlich unter dem
Begriff Crude-Extrakt (CE) oder auch Mazerat bekannt ist.

2.2.1 Hamolymph-Extrakt (HL)

Die Schaben wurden durch Begasung mit Kohlenstoffdioxid narkotisiert, anschlieBend
dekapitiert und die austretende Hdmolymphe mit einer Eppendorfpipette aufgenommen. Im
Durchschnitt wurden auf diese Weise ca. 25 ul pro Schabe erhalten. Die ausgetretene
Héamolymphe wurde 9:10 mit Himolymph-Puffer versetzt, der Phenylthioharnstoff (PTU) als
Inhibitor fiir Phenoloxidasen enthielt [229-231]. Wéhrend der Extraktgewinnung wurde die
HL stets auf Eis gelagert. Die zelluliren Bestandteile der Hdmolymphe sowie andere
Verschmutzungen wurden durch eine anschlieBende 10 miniitige Zentrifugation bei 4°C und
17380g-22000g in der Kiihlzentrifuge pelletiert. Der gelblich-triibe Uberstand wurde
abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -32°C gelagert. Aus 400 Schaben konnten
auf diese Weise ca. 10 ml gelblich-ocker-gefarbter Himolymph-Extrakt gewonnen werden
(Abb. 3-2).

2.2.2 Crude-Extrakt

200 unversehrte Schaben wurden durch Begasung mit Kohlenstoffdioxid narkotisiert und
anschlieBend zusammen mit den 400 dekapitierten und HL-reduzierten Schaben mit
flissigem Stickstoff {ibergossen. 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 zusétzlich ca. 300 ml Hémolymphpuffer zugesetzt. Durch eine
anschlieBende 15 miniitige Zentrifugation bei 4°C und 4100g in der Kiihlzentrifuge oder eine
30 miniitige Zentrifugation bei 4°C und 1640g wurden die wasserloslichen Substanzen,
Lipide und zelluldre Bestandteile in vier deutlich unterscheidbare Schichten separiert (Abb.
2-1).
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1. Zentrifugation 2. Zentrifugation

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 geldste Schabenbestandteile (b), ein
unbekanntes, sandartiges Pellet (c), sowie Bestandteile der Cuticula (d). Fiir die zweite Zentrifugation (rechts)
wurden mittels einer Pasteur-Pipette die gelosten Schabenbestandteile (b) entnommen und erneut zentrifugiert.

Die gelblich-braun-triibe Mittelschicht (b)wurde abgenommen und fiir eine bessere Reinheit
erneut fiir 30 Min. in der Kiihlzentrifuge bei 4° und 4100g zentrifugiert (Abb. 2-1). Der
Uberstand (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 anschliefend aufbereitet wurden. Die nachfolgende
Abbildung 2-2 gibt eine Ubersicht iiber die einzelnen Chargen mit der sich anschlieBenden

Reinigungsprozedur.

Bei der ersten Charge handelte es sich um Restbestinde (ca. 5 ml) an unverdiinnter Hdmo-
lymphe die wie in Abschnitt 2.2.1 erldutert durch Dekapitation erhalten wurden und seit 2003
bei mindestens -24°C gelagert wurden [148]. Diese Hamolymph-Proteine wurden nach

»Protokoll 1 gereinigt.

Die zweite Charge stammte aus 2005 und bestand aus 600 Individuen an Periplaneta
americana. Diese wurden wurde fiir die Extraktpraparation in zwei Gruppen unterteilt: Von
400 Tieren wurde die H&molymphe durch Dekapitation und von 200 Tieren (+400
dekapitierte, HL-reduzierte Tiere) ein Granzkorperextrakt (Crude-Extrakt) gewonnen (s.
Abschnitt 2.2.2). Die Ganzkorperextrakte wurden nach ,,Protokoll 2 und ,,Protokoll 3*
weiterverarbeitet. Die einzelnen Reinigungsprozeduren sind nachfolgend im Abschnitt 2.3

kurz erldutert. Die Himolymphe (HL) der zweiten Charge wurde ungereinigt fiir Stabilitits
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und immunologische Untersuchungen verwendet. In den nachfolgenden Abschnitten sind die

einzelnen Reinigungsschritte der Protokolle kurz erléautert.

[ 1. Charge } [ 2. Charge }
RO 0 gl Crude-Extrakt Hémolymph-
Extrakt Extrakt
Protokoll 1 Protokoll 2 Protokoll 3
20°C 20°C
( . )
Anionenaustauscher Anionenaustauscher Anionenaustauscher
Bio-Scale Q2 Uno Q12 Uno Q12
- I g Stufengradient Linearer Gradient
4 N
Rechromatographie
Anionenaustauscher
Bio-Scale Q2
|
GroBenausschluss- GroBenausschluss- GroBenausschluss-
chromatographie chromatographie chromatographie
S-300 (16/60) ) S-300 (16/60) S-300 (26/60)
Abb. 2-2: Ubersicht iiber die verwendeten Schabenchargen mit den sich anschlielenden 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 fiir die
Hamolymphe und fiir den Crude-Extrakt bei 22000g fiir 10 Min. bei 4°C in der Kiihl-
zentrifuge zentrifugiert. Auf diese Weise wurde insbesondere bei den Crude-Extrakt-Proben
ein sandartiges ockerfarbiges Pellet erhalten. Um bei der sich anschlieBenden Saulenauf-
reinigung einen zu grofen Druck in der Séule zu vermeiden, wurden die Proben unmittelbar
vor jedem sdulenchromatographischen Schritt durch einen Spritzenfilter mit einem Poren-

durchmesser von 0.2 pum filtriert.

Fir alle Aufreinigungen wurde ein Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-System
(BioRad, Miinchen) verwendet, bei dem die Absorption in einem Durchflussphotometer mit
einer optischen Weglinge 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 Sdulenchromatographie mittels Gelelektrophorese iiberpriift (Abschnitt 2.5).
Die detaillierten Aufreinigungsprotokolle befinden sich im Anhang (Abschnitt 8.8).

2.3.1 Ionenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 1

Im ersten Reinigungsschritt wurde die Schabenhdmolymphe mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie (Bio-Scale Q2 Column; 7x52 mm, 2ml Siulenvolumen; BioRad,
Miinchen) bei 4°C nach ihrer Ladung aufgetrennt. Eine Uberladung der Sdule wurde
verhindert, indem die Schabenhdmolymphe je nach Bedarf (ca. 1:3) mit Schabenpuffer A
verdiinnt wurde. Typischerweise wurde 1 ml des Himolymph-Uberstandes iiber eine Proben-
schleife bei einer Flussrate von 1 ml/Min. mit Schabenpuffer A auf die Sédule aufgetragen.
Die an die Matrix gebundenen Proteine wurden durch einen linear ansteigenden Salz-
gradienten (0-450 mM NaCl) mit Elutionspuffer A von der Matrix verdrdngt. Die eluierten

Proteine wurden in 1 ml-Fraktionen aufgefangen.

2.3.2 Rechromatographie mittels Ionenaustauscher-Chromatographie fiir
Protokoll 1

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

Chromatographie fiir Protokoll 1 verwendet.

2.3.3 Ionenaustauscher-Chromatographie fiir Protokoll 2

Fiir diese Auftrennung wurde im Unterschied zu ,Protokoll 1*, eine neue Anionen-
austauscher-Séule mit 12 ml Matrix-Volumen verwendet (Uno QI12; BioRad, Miinchen).
Durch die achtfach hohere Kapazitit (insgesamt 160 mg) der Sdule konnte deutlich mehr
Protein aufgetragen werden. Der Betrieb erfolgte bei Raumtemperatur iiber das oben
beschriebene FPLC-System. In diesem Protokoll wurden die Proteine iiber einen Stufen-
gradienten von dem Anionenaustauscher eluiert. Ublicherweise 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 ermdglicht 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 fiir Protokoll 3

Gegeniiber ,,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-Sdule (Uno

Q12) eluiert. Typischerweise wurde 2 ml unverdiinnter Crude-Extrakt bei einer Flussrate von

Seite 30



2 Material und Methoden

I ml/Min. auf die Sdule mit Schabenpuffer B aufgetragen und mit einem steigenden Anteil an

Elutionspuffer B von der Séule eluiert. Die Proteine wurden in 5 ml-Fraktionen gesammelt.

Dieses Protokoll ermdglichte eine erfolgreiche Trennung der Per a 3-Isoformen, sodass auf

eine Rechromatographie verzichtet werden konnte.

2.3.5 GrofBienausschlusschromatographie (SEC) fiir Protokoll 1 und 2

Fiir die Auftrennung der Proteine nach ihrer Gréf3e wurde eine Sephacryl S-300 Séule 16/60
(Pharmacia, Erlangen) verwendet. Sie eignete sich fiir die Trennung von Proteinen in der
GroBenordnung 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 Séule aufgetragen und in

3 ml-Fraktionen gesammelt.

2.3.6 GrofBienausschlusschromatographie fiir Protokoll 3

Fiir die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroB3e wurde eine Sephacryl S-300 Saule 26/60
(Pharmacia, Erlangen) verwendet. Der Unterschied zur S-300 (16/60) aus ,,Protokoll 1%
bestand bei gleichbleibender Trennstrecke in einem um 200 ml groBeren Sdulenvolumen.
Typischerweise wurden 2 ml Probenvolumen mit Schabenpuffer D bei einer Flussrate von

1.3 ml/Min. auf der Sdule aufgetrennt und in 4 ml-Fraktionen gesammelt.

2.3.7 GrofBenaussschlusschromatographie fiir Dissoziate

Fiir die Trennung dissoziierter Proben nach ihrer Grofle, wurde eine Sephacryl S-200 Siule
16/60 (Pharmacia, Erlangen) verwendet. Sie eignet sich fiir die Trennung von Proteinen in
der GroBenordnung 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 Séule aufgetragen. Zur
vollstdndigen Elution der Proben wurde die Sdule insgesamt mit einem Puffervolumen von

252 ml gespiilt. 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 GroBenausschluss von 30 kDa bei 4°C und mit 1640g
bzw. 4100g in der Kiihlzentrifuge 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 au3erdem
mit dem mindestens zehnfachen Volumen des neuen Puffers gewaschen und erneut auf das
benoétigte Volumen eingeengt. Zum Umpuffern von Proteinproben mit PBS wurde die

Temperatur in der Kiihlzentrifuge auf 20°C eingestellt.
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2.4 Bestimmung der Trockenmasse

Fiir die Bestimmung der Trockenmasse der Extrakte wurden diese einer Gefriertrocknung
unterzogen. Hierfiir wurden die Proben zunéchst bei - 32°C eingefroren, und anschliefend im
gefrorenen Zustand fiir 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 gefirbten 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. Anderungen zu der hier angegebenen Prozentig-

keit sind in den jeweiligen Bildunterschriften explizit angefiihrt.

Die Proteinlosungen wurden 1:2 mit Denaturierungspuffer verdiinnt, gevortext und fiir
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 durchgefiihrt. 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-Lautkammer gepumpt. Hierzu wurde in die vordere
Kammer der Gradientengel-Mischkammer das Niederprozentige Trenngel eingefiillt und in
die hintere Kammer das Hochprozentige. Durch Offnen der Ventile wurde zuniichst wird die
Niederprozentige Losung in die Gradientengel-Laufkammer eingefiillt und im Anschluss
daran das Ventil zwischen den einzelnen Kammern gedffnet. Nach dem Prinzip der
kommunizierenden Rohren konnte somit ein linear ansteigender Gradient in der
Gradientengel-Laufkammer hergestellt werden. Es wurde ein 5-15%iger Gradient verwendet.
Fir das Sammelgel wurde wie bei der SDS-PAGE eine 3.0%ige Polyacrylamid-Matrix

verwendet. Es wurden Gradientengele der Grofle 13.5 x 15 x 0.2 cm (Breite x Hohe x Dicke)

Seite 32



2 Material und Methoden

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 fiir eine bessere Wirmeableitung bei 4°C
durchgefiihrt. 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 durchgefiihrt. Minigel-
Kammer und Spannungsquelle entsprachen denen der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phoresen. Als Referenz wurden unterschiedliche andissoziierte Hidmocyanine aus unserem
Institut verwendet. ,,Eurypelma-Marker* bestehend aus andissoziierter Himolymphe aus der
Vogelspinne Eurypelma californicum, andissoziiertes 6-meres Hamocyanin aus der
gewohnlichen Languste Palinurus elephas (Palinurus-Marker, Hc P.e.), sowie eine
Mischung aus andissoziiertem 12-meren und 6-meren Hdmocyanin aus dem europdischen
Flusskrebs Astacus astacus (Astacus-Marker, Hec 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 durchgefiihrt. Die Durchfithrung fand in Anlehnung an die SERVA-
Bedienungsanleitung fiir isoelektrische Fokussierung statt [235]. Als Laufkammer kam eine
modifizierte horizontale Flachbettgelkammer zum Einsatz. Zur Einstellung des pH-
Gradienten wurden die Gele mit Anodenlosung (pH 3) und Kathodenlésung (pH 10) fiir
50 Min. vorfokussiert, wobei die Leistung der Spannungsquelle schrittweise von 1 auf 5 Watt
in 10 Minuten-Abstidnden erhoht wurde. Bei den Elektrodenlésungen 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 verdiinnten Proben
mit Hilfe eines Applikatorstreifens (3.5 mm x 2 mm Taschenvolumen) auf das Gel auf-
getragen. Pro erwartete Bande wurden als Richtwert 5 pg Protein oder 5 ul Probenvolumen
appliziert. Als Markerproteine wurde der SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10 (s.
Anhang Abb. 8-9) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Fiir den eigentlichen Lauf
wurde die Leistung auf 5 W, die Spannung auf 2000 V und die Stromstirke auf 15 mA
limitiert. Nach mindestens 2400 Vh wurde der Lauf fiir SERVALYT PRECOTES-Gele
beendet und die Proteine nach dem Protokoll der ,,SERVA Violet 17“-Farbung 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-
korpern 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
groBmaschigen 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 Aquivalenzbereich von Antigenen und Antikdrpern groe Immunkomplexe,

die prézipitierten und angefarbt werden konnten. [236, 237].

Die 2D-Immungelelektrophorese wurde in Anlehnung an Laurell und Weeke durchgefiihrt
[238, 239]: fiir die erste Dimension wurde eine 1% (w/v) Agaroselosung auf eine Glasplatte
aufgegeben. Abhidngig vom Probenvolumen wurden fiir jedes Probendepot groflenangepasste
Locher gestanzt. Jeweils am oberen und unteren Ende der Glasplatte wurde nativer

Probenpuffer aufgegeben.

Fir 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 Pufferbriicke wurden gréflenange-
passte Blotting-Filterpapiere verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 600 V und 15°C
durchgefiihrt, bis der Probenpuffer in das gegeniiberliegende Filterpapier eingewandert war
(ca. 30 Min.).

Fiir die zweite Dimension wurde als Trigermaterial auf die MaBle 4 cm x 5 cm (Breite x
Hohe) zugeschnittener Gelbond®film verwendet. Ausgeschnittene Agarosestreifen der ersten
Dimension (MaBle 1 cm x 4 cm) wurden auf die Gelbond®filmbreite aufgebracht. Direkt an
diesen Agarosestreifen anschlieBend wurde die zweite Dimension mit antiserumhaltiger
Agarosematrix gegossen. Hierzu wurden kurz vor Aufgabe 2 ml (ca. 45°C warme) Agarose-
16sung mit spezifischem Antikorperserum vermischt. Spezifische Angaben zum Anti-
korperserum sind separat in den jeweiligen Versuchen angegeben. Der Gelbond®film mit der
erstarrten Argarose wurde fiir 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.

Fiir den Lauf bei 15°C wurden als Pufferbriicke erneut grofenangepasste Blotting-Filter-
papiere verwendet und iiber Nacht eine Spannung von 300 V angelegt. Unter diesen
Bedingungen konnten die Proteine elektrophoretisch wandern und bildeten im Aquivalenz-
bereich von Antigenen und Antikorpern Prazipitate [106]. Nicht prézipitierte Antikoérper und
Antigene wurden durch in Tabelle 2-7 aufgefiihrten Wasch- und Trockenschritte aus den

Gelen ausgewaschen.

Zeit Schritt Losung

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. Wissern Wasser

5 Min. Trocknen

15-20 Min. vollstdndiges Trocknen | Unter warmen Luftstrom

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

Die préazipitierten Antigen-Antikorper-Komplexe wurden mittels Immuno-Coomassie-
Farbung in den Agarosegelen sichtbar gemacht, anschlieBend mit dem Densitometer

dokumentiert und bei Bedarf mit Quantity One bearbeitet.

2.5.6 Silberfirbung

Der Proteinnachweis auf der PAGE erfolgte unter Modifikation einiger Inkubationsschritte
mit der Silberfirbung nach Nesterenko in Anlehnung an Blum (s. Anhang 8.6.1). Die
Nachweisgrenze dieser Farbung lag bei ca. 10 ng pro Proteinbande [240]. Bei dieser Farbung
war ein quantitativer Nachweis nicht moglich, da gleiche Mengen verschiedener Proteine mit

unterschiedlicher Intensitdt farben und die Farbung auch nur schwer zu reproduzierbar war
[241].
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2.5.7 Coomassie-Firbung

Die Coomassie-Fiarbung erfolgte nach der Methode von See und Jackowski mit Coomassie-
Brilliant Blue R 250 [232] (s. Anhang 8.6.3). Die Nachweisgrenze bei dieser Farbung lag im
Bereich oberhalb von 0.2 pg pro Proteinbande [242].

2.5.8 Zinkfirbung
Die Zinkfarbung erfolgte nach Fernandez-Patron et al. (s. Anhang 8.6.2) [243]. Die Sensitivi-

tit dieser Farbung war hoher als die der Coomassie-Farbung jedoch niedriger als die der
Silberfarbung [242].

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

2.5.10 Immuno-Coomassie-Fiarbung
Diese Féarbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt (Tabelle 2-8). Im Unterschied

zu den iibrigen Farbungen erfolgte sie nicht auf dem Schiittler.

Zeit Schritt Losung Zusammensetzung

5 g Commassie G 250,
5-10 Min. Féarbung Farbelosung 400 ml Methanol, 500 ml H20,
100 ml Essigsdure

kurz schwenken Waschen Wasser

1 1 Isopropanol, 418 ml

Immungel beobachten | Entfirben Entfarbelosung Essigsiure, 1082 ml H20

kurz schwenken Waschen Wasser
Im warmen Luftstrom
trocknen

Immungel beobachten | Trocknen

Tabelle 2-8: Durchfithrung der Inmuno-Coomassie-Farbung.

2.5.11 Aktivitiatstirbung

Die Aktivititsfirbung wurde zum Nachweis der Diphenoloxidase-Aktivitit von Proteinen im
nativen Gel in Anlehnung an Nellaiappan and Vinayakam durchgefiihrt [244]. Hierzu wurde
3-Methyl-2-Benzothiazoslin-Hydrazon (MBTH) in Wasser an Stelle von Ethanol gelost 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 miniitige Inkubation in
Phosphatpuffer A ausgetauscht. AnschlieBend wurde das Gel in der Férbelosung fiir
mindestens 30 Min. inkubiert und mit dem Densitometer die Farbung dokumentiert (s.
Anhang 8.6.5). Die Farbreaktion ist im Abschnitt 2.11 genauer erldutert. Eine Zuordnung der
enzymatischen Aktivitdt zu definierten Proteinbanden erfolgte durch eine anschliefende

Coomassie-Férbung.
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2.5.12 Western-Blot
Das Western-Blotting wurde verwendet, um Bindungseigenschaften von Antikérpern an
unterschiedliche Antigene im nativen und denaturierten Zustand zu charakterisieren und

Probenzusammensetzungen zu analysieren.

Dazu wurden die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend nach der
Methode des ,,Semi-Dry“-Blottens von Kyhse-Andersen iiber Elektrotransfer auf eine Nitro-
zellulosemembran iiberfiihrt [245]. Die Immundetektion erfolgte iiber indirekte Antikorper-
markierung in Anlehnung an Towbin et al. [246]. Das komplette Blot-Protokoll ist in Tabelle

2-9 zusammengefasst wird nachfolgend ausfiihrlicher beschrieben.

Schritt Inkubationsdauer Losung

Inkubation des Gels und der | 30 Min. (RT) Transferpuffer

Nitrocellulose-Membran

Blotting 2 h (RT), 0.8 mA*cm™ 2x10 mit Transferpuffer getrankte
Filterpapiere

Anfirben der geblotteten 1 Min. (RT) Ponceau-S*-Losung

Proteine auf der Membran ”

Waschen bis Proteinbanden entfarbt (RT) | TBST

Absittigung freier 1-2 h (4°C i

Bindunggsstegllen o Blocklosung

Primérantikorper iiber Nacht (4°C) Primérantikorper in Blockldsung

Waschen 4 x 10 Min. (4°C) TBST

Sekundarantikorper 1-2 h (4°C) Sekundarantikorper in
Blockldsung

Waschen 4 x 10 Min. (4°C) TBST

Entwickeln bis Banden sichtbar (RT) Entwicklungslosung

Waschen 2x kurz (RT) Wasser

Tabelle 2-9: Protokoll fiir Western-Blotting.

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

getrankten Blotting-Filterpapieren geschichtet.

--------------------------- Kathode

Gel 10 getriankte Filterpapiere

e

Nitrocellulose-Membran
10 getrinkte Filterpapiere

+++++++++++++++++++ PNNE

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

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran

erfolgte bei einer Stromstirke, die sich mit 0.8 mA*cm™ nach der GelgroBe richtete und
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wihrend des zweistiindigen Transfers konstant gehalten wurde. Mittels der reversiblen
Ponceau-S-Farbung wurde der erfolgreiche Transfer der Proteine auf die Blot-Membran
iiberpriift. (Tabelle 2-9). Freie Protein-Bindungsstellen auf der Membran wurden durch eine
Inkubation in Blockldsung abgesittigt, wodurch bei der Antikdrpermarkierung die Hinter-
grundfarbung der Immundetektion herabgesetzt werden konnte. Die Verdiinnung des Primir-
antikdrpers in der Blocklosung war abhidngig von der Art des Antiserums und wird fiir jeden
Western-Blot separat in der Bildunterschrift angeben. Die Primédrantikorper dienten dem
spezifischen Nachweis des zu untersuchenden Proteins, bzw. dem Nachweis von Protein-
dhnlichkeiten (Kreuzreaktivititen). Nicht gebundene Antikérper wurden durch mehrmaliges
Waschen in TBST von der Membran entfernt. Zum Nachweis der Primédrantikdrper wurde
ein anti-rabbit-IgG- Sekundirantikérper mit gekoppelter alkalischer Phosphatase verwendet.
Dieser Sekunddrantikorper erkannte die artspezifischen Fc-Fragmente der Primérantikorper.
Freie Sekundérantikdrper wurden durch erneutes mehrmaliges Waschen der Membran in
TBST entfernt. Die Visualisierung der Antikorpermarkierung 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 schwerloslichen 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 Kiivettenhalter ausgestattet war, der durch ein Wasserbad reguliert
werden konnte. Alle Messungen wurden bei 20°C und in Quarzkiivetten mit einer optischen
Wegldnge von 1 cm durchgefiihrt. Fiir UV/Vis-Spektren wurde in 1 nm-Schritten mit
600 nm/Min. die Absorption detektiert und bei Bedarf die Probe mit dem jeweiligen Puffer
verdiinnt. Konzentrationsbestimmungen wurden iiber Absorptionsmessungen bei 280 nm
nach Lambert-Beer vorgenommen. Als spezifischer Extinktionskoeffizient wurde bei 280 nm
1.65 [1/(g*cm)] fiir Per a 3.03 und 1.44 [I/(g*cm)] fiir P II verwendet [148]. Der spezifische
Extinktionskoeffizient bei 280 nm wurde fiir die Himolymphe der zweiten Charge in dieser
Arbeit mit 1.4 [I/(g¥cm)] und fiir den Crude-Extrakt mit 2.0 [I/(g*cm)] wie im Abschnitt
2.6.4 erldutert bestimmt (Abschnitt 3.1.1.2). Der spezifische Extinktionskoeffizient bei 280
nm wurde fiir die Himolymphe der ersten Charge mit 1.5 [1/(g*cm)] angenommen (Abschnitt
3.1.1.2). Fir Pera9 wurde der spezifische Extinktionskoeffizient bei 280 nm mit
0.92 [1/(g*cm)] aus der Sequenz bestimmt (Abschnitt 3.4.1). Alle Messungen wurden gegen

die Absorption der Kiivette mit dem entsprechenden Losungsmittel korrigiert.
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Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden auflerdem zwei kalorimetrische Methoden
verwendet: der Lowry-Assay und der Bradford-Assay. Die Proben beider Methoden wurden

in Einmalkiivetten im Zweistrahl-Absorptionsphotometer vermessen.

2.6.2 Lowry-Assay

Es wurde der modifizierte Lowry-Assay nach Pierce verwendet, der auf einer verdnderten
Biuret-Reaktion mit einem Folin-Ciocalteu Reagenz basierte [98, 248]. Bei dieser Reaktion
komplexieren in alkalischer Losung Cu*" Ionen mit der Peptidbindung oder auch Tyrosin-
Resten zu einem farbigen (blau-violetten) Kupfer-Protein-Komplex [249]. Die Sensitivitét
der Biuret-Reaktion ist durch Zugabe des gelben Folin-Ciocalteu Reagenz, welches
Molybdén- und Wolfram-Heteropolysduren enthélt, deutlich erhdht. Die detaillierte Reaktion
ist jedoch nicht bekannt; wahrscheinlich werden die Cu®"-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 fiinfwertigem Molybdan, wurde bei 750 nm detektiert [236, 249-251].

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

e 200 pl Probe bzw. Standard mit 1 ml modifiziertem Lowry-Protein-Reagenz mischen
und fiir exakt 10 Min. bei Raumtemperatur inkubierten

e Zugabe von 100 pl Folin-Ciocalteu Reagenz (2X Folin-Ciocalteu Reagenz zuvor 1:2
mit Phosphatpuffer B verdiinnt) und Invertieren der Proben

e 30 Min. Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur

e Messung der Absorption bei 750 nm

2.6.3 Bradford-Assay

Fiir 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 geldst 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 Aminosduren [99]. Dadurch konnte die
Wahl der Eichproteine fiir die Genauigkeit der Probenkonzentrationsbestimmung

entscheidend sein. In dieser Arbeit wurden als Eichproteine lyophilisiertes Rinderserum-
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albumin (BSA) bzw. Himocyanin von Palinurus elephas in den Konzentrationen 1.2, 3.0,
5.0, 7.5 und 10.0 pg/ml verwendet. Fiir 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 iiber
einen identischen Zeitrahmen, der mindestens 10 Min. betrug, mit dem Reagenz bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm

photometrisch bestimmt.

2.6.4 Spezifischer Extinktionskoeffizient
Die Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten unterschiedlicher Proben und

Extrakte fand {iber eine photometrische und/oder mathematische Methode statt.

Die mathematische Methode basierte auf der Proteinsequenz bzw. derAminosédurezusammen-
setzung des Proteins und war in dem Programm-Paket ,,Antheprot™ implementiert, welches

ebenfalls fiir Sequenzanalysen verwendet wurde (s. Abschnitt 2.14.2).

Fiir die photometrische Methode wurden die Proben zuvor in Phosphatpuffer B umgepuffert
und anschlieBend deren Absorption bei 280 nm detektiert. Von der selben Probe wurde
mittels Bradford- und Lowry-Assay die Konzentration bestimmt, sodass liber das Lambert-

Beersche Gesetz der spezifische Extinktionskoeffizient errechnet werden konnte.

2.6.5 Dynamische Lichtstreuung
Die dynamische Lichtstreuung wurde verwendet, um die Molekiildimensionen von Per a 9 zu

bestimmen.

Hierfiir wurde die Streulichtintensitit im 173°-Winkel zum einfallenden Laserlicht (633 nm)
im dynamischen Lichtstreuspektrometer gemessen. Dieses Gerdt konnte einen Partikel-
groBenbereich von 0.6 nm bis 6 um erfassen. Fiir die Messung wurde die Niedrig-Volumen-
Glaskiivette mit 75 pl Probenvolumen gefiillt und als Messparameter die Partikelgrof3e
(Messtyp ,,Size*) gewihlt. In diesem Messmodus wurde die Brownsche Molekularbewegung
iiber die Streulichtintensitit als primidres Messsignal gemessen. Dafiir wurden zwei
Messungen im Abstand von 100 psec bei 20°C durchgefiihrt und korreliert [255]. Basierend
auf den unterschiedlich schnellen Bewegungen von kleineren und groBeren Molekiilen
wurden in eine automatisierten Prozess eine Korrelationsfunktion definiert, aus der iiber
Kurvenanpassung der Diffusionskoeffizient der Molekiile 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 [m?/s]

k= Boltzmann-Konstante [J/K]
k*T

= - T= Temperatur [K]
6*1*1, ¥R,

Mo= Viskositit des Losungsmittels [N*s/m’]

Ry= hydrodynamischer Radius des diffundierenden
Teilchens [m]

Gleichung 2-1: Zusammenhang von Diffusionskoeffizient und hydrodynamischem Radius. Fiir die
Viskositit des Losungsmittels 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

Fiir die Zuordnung einzelner isolierter Proteinproben zu bekannten Sequenzen wurden die
Proteine nach tryptischem Verdau und anschlieBender Fliissigkeitschromatographie mittels
ESI-Q-TOF (electrospray ionization-quadrupole time-of-flight) massenspektrometrisch

analysiert. Diese Analyse wurde freundlicherweise von _ (_,

Institut fir Immunologie, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz) durchgefiihrt.

2.7.1 Proteinseparation und tryptischer Verdau

Hierzu wurden die zum Teil gereinigten Proteinproben zunichst auf einer 10%igen SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie R-250- oder Zink angefirbt
(Abschnitt 8.6.2). Proteinbanden von Interesse wurden ausgeschnitten, Coomassie-geféarbte
Proben entfirbt, die Polyacrylamid-Matrix zerkleinert und anschlieend getrocknet. In
Gegenwart von 2 mM Dithiothreitol wurden die Proben reduziert und anschlieBend bei 55°C
fiir 1 h mit 20 mM lodacetamid alkyliert. Die Proben wurden gewaschen und getrocknet und
im Anschluss daran mit 1 g Trypsin pro Gelstliick bei 37°C iiber Nacht verdaut. Die
entstandenen Peptide wurden in einen Autosampler (Waters GmbH, Eschborn) fiir die

Peptidanalyse mittels Fliissigkeitschromatographie transferiert.

2.7.2 Fliissigkeitschromatographie

Fiir die kapillare Fliissigkeitschromatographie wurde das nanoACQUITY UPLC System™
(Waters GmbH, Eschborn) mit einer nanoACQUITY UPLC™ Symmetry C18 Umkehr-
phasenséule (C18, 100 um x 10 cm) verwendet. Es wurden 2 pl Probe in 3% mobile Phase B
(100% Acetonitril in 0.1% Ameisenséure) auf die Sdule aufgetragen und mit einem linear
ansteigenden Gradienten von 3-40% der mobile Phase B iiber 100 Min. bei einer Flussrate
von 300 nl/ Min. eluiert. Die wéssrige mobile Phase (mobile Phase A) enthielt 0.1%
Ameisensdure in Wasser. Die Sdule wurde anschlieBend 10 Min. mit 90% an mobiler Phase

B gespiilt und abschliefend wieder mit 3% an mobiler Phase B fiir 20 Min. dquilibriert. Die
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auf diese Weise chromatographierten Proben konnten anschlieBend 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-lonisierungsmethode (ESI)
durchgefiihrt. Fiir simtliche Messungen wurde das Massenspektrometer im V-Modus mit
einem typischen Auflosungsvermodgen von mindestens 10 000 FWHM (Halbwertsbreite)
betriecben. Das Massenspektrometer wurde mit einer [Glul]Fibrinopeptid-Losung
(500 fmol/ul) 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 Gerit im ,,data-directed acquisition mode* betrieben und es wurden die
drei stirksten Peaks fiir die Fragmentierung ausgewaihlt. Es konnten jederzeit bis zu drei
Vorlauferionen fiir die Analyse ausgewéhlt werden. Wéhrend der Probenanalyse wurden vier
Tandem-Massenspektrometrie-Spektren von jedem ausgewéhlten Ion aufgenommen. Die
Fragmentierung der ausgewéhlten Ionen wurde iiber eine Kollision mit Argon-Atomen
erreicht. Die Kollidierungsenergie variierte von 15 bis 35 eV, abhédngig von der Masse und

Ladung der Vorldufer-Ionen. Die Integrationszeit fiir die TOF-Analyse war 1 sek.

2.7.4 Auswertung der Spektren

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

Die Proteinidentifikation geschah iiber eine Datenbanksuche, die alle bekannten Sequenzen
der Unterordnug Blattodea enthielt. Es wurde sowohl nach den Vorldufer- 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 eingeschrankt. Zur Identifizierung der homologen Peptide wurde eine
automatische Anfrage (Automod-Query) verwendet, die bis zu zwei Aminosdure-Austausche
pro Peptid erlaubte. Alle identifizierten Peptid-Sequenzen wurden iiber manuelle Uber-

priifung der Fragmentspektren verifiziert.

2.8 Analytische Ultrazentrifugation

Die Analytische Ultrazentrifuge wurde mit dem An50 Ti-Rotor fiir Sedimentations-
geschwindigkeitsldufe zur Bestimmung der Proteingestalt und Homogenitét der Probe sowie
fiir Sedimentationsgleichgewichtsldufe zur Bestimmung des Molekulargewichts betrieben.
Vor jedem Lauf wurde von den Proben ein Absorptionsspektrum zur Probenkontrolle bzw.

zur Ermittlung der optimalen Messwellenldnge fiir Absorptionsmessungen aufgenommen.
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Als Richtwert wurde bei der Messwellenldnge eine Absorption von 1 angestrebt. Ab-
sorptionsmessungen zeichneten sich durch eine hohe Sensitivitit aus, da die Moglichkeit
bestand die Detektionswellenldnge so zu variieren, dass eine Detektion im UV-Bereich
erfolgte und somit eine Verwendung von relativ geringen Proteinkonzentrationen moglich

war.

2.8.1 Sedimentationsgeschwindigkeitslauf
Ziel der Sedimentationsgeschwindigkeitsversuche war zum einen die Homogenitét 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 ortsaufgelost gemessen [257]. Das Fortschreiten der
Sedimentation (Sedimentationsfront) wurde mittels Absorptionsmessungen bei einer oder
mehreren Wellenldngen verfolgt. Die Rotorgeschwindigkeit wurde so gewéhlt, dass die
Proteinproben ausreichend schnell im Schwerefeld sedimentieren konnten. Gleichzeitig
wurde darauf geachtet, dass die Riickdiffusion mdglichst gering gehalten wurde und vor dem
Pelletieren der Proteine mindestens 15 Messungen der Sedimentationsfront mdglich waren.
Die Sedimentation der Proben ist durch die Svedberg-Gleichung beschrieben (Gleichung 2-2)
[258].
S  =Sedimentationskoeffzient[ 10" s= 18]
v = Teilchengeschwindigkeit [m/s]
Q = Winkelgeschwindigkeit [1/s]
v _M(I—VP*,OL) r  =Radius [m]
2 N, *f M = Molmasse [g/mol]
v, = partielles spezifisches Volumen Protein [cm’/g]

p L = Losungsmitteldichte [g/cm’]
NA = Avogadro-Zahl = 6,022%10% [1/mol]
f = Reibungskoeffizient [kg/s]

Gleichung 2-2: Svedberg-Gleichung. Als partielles spezifisches Volumen wurde fiir der fiir Proteine {ibliche
Standardwert von 0.72 [cm’/g] verwendet [259]. Die Losungsmitteldichte wurde von UltraScan unter Angabe
der Zusammensetzung des Losungsmittels errechnet.

Fiir einen solchen Sedimentationslauf wurden die Doppelsektorzellen nach Herstellerangaben
entweder mit Saphir- oder Quarzgliasern zusammengesetzt und befiillt. Es wurde darauf
geachtet, dass generell ein grofleres Puffervolumen in den Referenzsektor eingefiillt wurde
als Probenvolumen (Richtwerte: 420 ul Puffer, 400 ul 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 aufgefiihrt. Die
Auswertung der Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe 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 fiir jeden dieser Punkte wurde ein apparenter Sedimentationskoeffizient errechnet. Diese
apparenten Sedimentationskoeffizienten sind beim ,,Extrapolation-Plot* gegen den Kehrwert
der Quadratwurzel der Zeit fiir 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 Einbeziechung 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 Losungsmitteldichte

konnte ein korrigierter Sedimentationskoeffizienten (Syo.w) erhalten werden.

Die ,,(enhanced) van Holde-Weischet™ Methode ist bisher die einzige Methode, mit der es bei
einem Sedimentationsgeschwindigkeitslauf polydisperser Losungen moglich ist korrigierte

Sedimentationskoeffzienten zu erhalten [263, www.ultrascan.uthscsa.edu].

2.8.2 Sedimentationsgleichgewichtslauf
Der Sedimentationsgleichgewichtslauf wurde zur Bestimmung des Molekulargewichts

isolierter Proteine in Losung verwendet.

Hierzu wurde die Sechsersektorzelle nach Herstellerangaben zusammengesetzt und befiillt.
Der Lauf wurde im Absorptionsmodus bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten fiir je 24 h
durchgefiihrt, wodurch in Abhédngigkeit zur Geschwindigkeit unterschiedliche Konzen-
trationsverteilungen in der Zelle eingestellt werden konnten. Voraussetzung dieser Methode
war, dass in einem niedrigen Sedimentationsfeld nach 24 h ein stationdrer Zustand erreicht
war, bei dem sich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentationskraft und Diffusion eingestellt
hat. Der stationdre Zustand wurde als bestdtigt angesehen, wenn das exponentielle Konzen-
trationsprofil der Proben sowohl nach 23 h als auch nach 24 h {ibereinstimmte. Dieses
entsprach bei idealen Losungen 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 durchgefiihrt wurde [264, www.ultrascan.uthscsa.edu]:
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. M =Molekulargewicht [g/mol]
X =Radius [m]

Xr = Referenzradius [m]
n(Ays M@ (=vpDY(X*~X) A = Amplitude

R = Winkel-
C(x)=10 2RT + B D =Dichte [cm¥/g] ® e o
geschwindigkeit [m]

vp = partielles spezifisches

Volumen [g/cm’]

B = Baseline
R = Gaskonstante

T = Temperatur [K] — 8.314 [J/(mol*K)]

Gleichung 2-3: Gleichung fiir den Global Fit-Algorithmus fiir 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
Losungsmitteldichte durchgefiihrt und ein ideales Einkomponentensystem angenommen. Als
partielles spezifisches Volumen wurde der fiir Proteine iibliche Standardwert von
0.72 [cm’/g] verwendet [263].

2.9 Stabilitit gegeniiber chaotropen Reagenzien

Die Herstellung von Monomeren war sowohl fiir die Fragestellung, ob sich die Per a 3-
Hexamere aus immunologisch unterscheidbaren Untereinheiten zusammensetzten, als auch
fiir den Vergleich der immunologischen Potenz von hexameren Per a 3-Proteinen gegeniiber

monomeren Per a 3-Proteinen von grolem 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 erlautert

Die Proben wurden mit Dissoziationspuffer versetzt und fiir mindestens fiint Tage bei 20°C
inkubiert. Um den Einfluss der Proteinkonzentration auf die Reassoziation beurteilen zu
konnen 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 Stabilitat gegeniiber unterschiedlichen pH-Werten
Die Stabilitdt der Per a 3-Isoformen gegeniiber ausgewdhlten pH-Werten war von
besonderem Interesse im Hinblick auf den lysosomalen Abbauweg, den Allergene fiir die

Antigenprésentation u.a. in dendritischen Zellen durchlaufen.

Fiir diese Untersuchungen wurden die Proben 1:66 mit dem jeweiligen Puffer verdiinnt und
fiir sieben Wochen bei 37°C inkubiert. Die Stabilitdt wurde nach 24 h, einer Woche und nach
siecben Wochen mittels nativer PAGE, Western-Blot sowie mittels Sedimentationsldufen in
der analytischen Ultrazentrifuge liberpriift. 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 Temperaturabhdngigkeit 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-Aktivitdt 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
Aktivitatsfirbung von nativen Proteinen, welche zuvor mit Polyacrylamid-Gelen elektro-
phoretisch getrennt wurden. Diese zur Bandenidentifizierung verwendete Farbemethode
wurde bereits in Abschnitt 2.5.11 kurz vorgestellt. Zum anderen erfolgte der Test auf Phenol-
oxidaseaktivitdt 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 erldutert wird (Abb. 2-5).

Unter der Bezeichnung Phenoloxidase(aktivitit) sind zwei Aktivititen zusammengefasst: die
Monophenoloxidase- und die Diphenoloxidaseaktivitit, die sich im Wesentlichen durch den

Umsatz unterschiedlicher Substrate unterscheiden.

Zum Nachweis der Monophenolhydroxylase-Aktivitdt (Cresolase-Aktivitit) wurde fiir 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-Aktivitdt (Catecholoxidase-Aktivitit)
wurde daher das diphenolische Substrat Dopamin verwendet, welches zu DOPAchinon

oxidiert wurde.

Im MBTH-Assay reagierten die entstandenen Diphenole nicht wie iiblich autokatalytisch
weiter zu Melanin [266], sondern in einer Michaelis-Additionsreaktion zu einem stabilen rot
gefirbten Farbstoffkomplex, der detektiert werden konnte (Abb. 2-5) [267-269].
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Abb. 2-5: MBTH-Assay fiir den Test auf Phenoloxidase-Aktivitit 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 gefarbten Farbstoffkomplex.

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

verwendet.

Da von Arthropoden-Hdamocyaninen bekannt war, dass sie durch die Zugabe von SDS im
Hinblick auf die Phenoloxidaseaktivitit aktiviert werden konnen [270-272] und die in dieser
Arbeit schwerpunktméafig untersuchten Per a 3-Proteine mit den Arthropoden-Hdmocyaninen
verwandt sind [138, 143], wurden die Tests auf Phenoloxidaseaktivitdt sowohl in Gegenwart

als auch in Abwesenheit von SDS durchgefiihrt.

Der Dot-Blot basierte unter Einbeziehung einiger Modifikationen und Weiterentwicklungen
auf Pifferi und Baldassari [267-269]. Es wurden 3 ul Probe mit 3 ul Féarbelosung (3 mM
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Substrat, 0.3 mM MBTH (in H,O geldst) mit oder ohne 0.3% (w/v) SDS) auf einer PVDF-
Membran zusammen gegeben. Der Nachweis der Enzymaktivitit duBerte sich nach 5-30 Min.
in einer rosa-roten-Farbung. Da insbesondere das Substrat Dopamin autokatalytisch weiter-
reagieren konnte, wurden stets Negativkontrollen (diverse Puffer mit Firbelosung) 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 Farbung mit dem Densitometer dokumentiert.

2.12 Generierung von Antikorpern
Polyklonale Antikorper fiir Western-Blot-Experimente und 2D-Immungelelektrophorese
wurden in Kaninchen generiert und von der Firma Charles River Laboratories (Kisslegg)

bezogen.

Das Antiserum gegen gereinigtes natives Pera 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
Schabenhdmolymphe (anti-P.a.HL-AK) stammten aus Bestdnden unserer Arbeitsgruppe von
1999 und wurde ebenfalls in Kaninchen gezogen. Alle Antiseren wurden bei mindestens
-23°C gelagert.

2.13 Immunologische Methoden

Sédmtliche der hier aufgefiihrten Methoden wurden freundlicherweise von Diplom-Biologin
B :» dor Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitit

Mainz in der Arbeitsgruppe von ||| | |Gz durchgefinrt.

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 Antigenprisentation und wurden zuvor durch
Allergenzugabe beladen. Nach fiinf Tagen Cokultur mit autologen CD4"-T-Zellen wurde den
Zellen [’H]-Thymidin zugegen, fiir acht Stunden inkubiert und anschlieBend iiber Messung
der Radioaktivitit der Einbau von [3H]-Thymidin bestimmt. Der Proliferationsindex
berechnete sich aus der Radioaktivitit der Allergen-beladenen DC zusammen mit CD4"-T-
Zellen (in counts per minute) normiert auf die Radioaktivitdt 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 anschlieBender
Zentrifugation bei 130 g fiir 15 Min. von den Erythrocyten getrennt isoliert. Die Stimulation
erfolgte unter Zugabe von 50 ul Allergen zu 200 pl Leukocytensuspension in einem IL-3
haltigen Stimulationspuffer. Die Leukotrienfreisetzung wurde anschliefend mit dem ,,CAST-
2000 ELISA* entsprechend den Herstellerangaben quantifiziert. Als Negativkontrolle diente
IL-3-haltiger Stimulationspuffer alleine und als Positivkontrolle anti-IgE-Rezeptor-

Antikorper.

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

Fir die Sequenzanalyse wurden diese Sequenzen mit dem Programmpaket ,,Antheprot
2000v5.2 release 1.1.6* hinsichtlich Aminosidureanzahl, Aminosdurezusammensetzung,
Molekulargewicht, molarem spezifischem Extinkionskoeffizient (bei 280 nm) und iso-
elektrischem Punkt ausgewertet. Hierzu wurden die Standardeinstellungen von Antheprot
beibehalten (molekulare Hydratation 0.3g H,O/g Protein) [275-277.

2.14.3 Sequenzalignments
Fir die Sequenzalignments wurden die Sequenzen zunéchst in ,,ClustalX 1.83*“ mit den
Standardeinstellungen alignt und anschlieBend mit ,,GeneDoc* (Version 2.6.002) manuell

bearbeitet und Identititen und Ahnlichkeiten der ausgewihlten Sequenzen ausgewertet und
eingefarbt [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 beriicksichtigte die atomare Flexibilitit, Hydrophilie sowie die experimentelle
HPLC Retentionszeit synthetischer Peptide [280]. Fiir die Determinierung dieser antigenen
Epitope wurden Sequenzabschnitte ausgewdhlt, bei denen mindestens drei aufeinander-
folgende Aminoséduren einen antigenen Index von mindestens 50 besallen. Alle Aminosduren

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 Pera 3.0201 wurde freundlicherweise von -
_ aus unserem Institut (Institut fiir Molekulare Biophysik, Johannes Gutenberg-
Universitdt Mainz) durchgefiihrt und diente vor allem der Lokalisierung allergener und

potentiell antigener Epitope in der Quartdrstruktur der Allergene.

Die Erstellung eines Homolgie-Modells ermdglichte eine Vorhersage der dreidimensionalen
Struktur eines Proteins durch Vergleich mit bekannten Proteinen &dhnlicher Aminosdure-
Sequenz. Fiir die Vorhersage der Faltung des Peptidriickgrats gilt eine ca. 25%ige Sequenz-
identitdt bereits als ausreichend [281]. Der geringe effektive Gesamtfehler fiir das
Proteinriickgrat von unter 2 A zwischen Modell und Vorlage war ein groBer Vorteil dieser
Methode gegeniiber anderen Methoden zur Strukturvorhersage, wie z.B. ab-initio-
Modellierung [282]. Ein solches Verfahren war moglich, da eine geringfiigige Anderung der
Sequenz lediglich eine geringfiigige Anderung der Struktur zur Folge hat [283].

Fiir die Modellierung wurde das Programm ,,Modeller 8v1*“ verwendet, welches auf der
Erflillung von rdumlichen Randbedingungen basierte [282, 284]. Die dem Programm zu
Grunde liegende Algorithmen wurden von Sali und Blundell beschrieben [282]. Fiir das
Per a 3.0201-Modell wurde ein Sequenzalignment des Klons Pera 3.0201 [138] mit der
Sequenz der Untereinheit a des Hdmocyanins von Panulirus interruptus erstellt. Da die
Proteine im Alignment eine 27%ige bzw. 30%ige Sequenzidentitit und 49% bzw. 51%
isofunktionelle Aminosduren aufwiesen, konnte dieses Alignment fiir die Homologie-
Modellierung verwendet werden. Als Template diente die Kristallstruktur der Untereinheit a
des Hamocyanins von Panulirus interruptus (1hcy) [226]. Die Orientierung der sechs Unter-

einheiten basierte auf der Kristallstruktur des Himocyanins 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
Primér- bis Quartérstruktur) sowie potentiellen antigenen Epitope eingefdrbt und analysiert
[221].
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3 ERGEBNISSE

In der Allergenforschung sowie fiir die Diagnostik von Allergien ist die Herstellung und
Verwendung von Crude-Extrakten eine etablierte Methode, die es ermdglicht, schnell
samtliche Allergene einer Spezies in Losung 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 beméngelt, 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 iiber
Degradation der Allergene deutlichen Einfluss auf die Potenz der Extrakte haben konnen
[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 aufwindigere Moglichkeit, Allergene aus der Schabe zu
gewinnen wurde ein Hamolymph-Extrakt hergestellt, der den Vorteil hatte, dass keine
Proteasen enthalten waren. Allerdings musste dabei beriicksichtigt werden, dass dieser
Héamolymph-Extrakt nicht das komplette Allergenspektrum der Amerikanischen Schabe
(Abb. 1-6) enthalten konnte. In dieser Arbeit wurden die Begriffe Hamolymphe und
Hiamolymph-Extrakt als Synonym verwendet und mit HL abgekiirzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren insgesamt auf zwei unterschiedlichen Schabenchargen,
aus denen insgesamt drei Extrakte hervorgegangen waren. Aus der ersten Schabencharge
wurde ein Hamolymph-Extrakt (HL-1) gewonnen, aus der zweiten Schabencharge wurde
zum Hémolmyph-Extrakt (HL-2) zusétzlich 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).

{ 1. Charge ] [ 2. Charge ]
e

Himolymph- Crude-Extrakt Hémolymph-
Extrakt (CE) Extrakt
(HL-1) (HL-2)
e O R (e

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) zundchst der Vergleich der Protein-
zusammensetzung von Hadmolymph- und Crude-Extrakt sowie die Reproduzierbarkeit der
beiden hergestellten Hamolymph-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 Hidmolymph-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 Hiamolymph- und Crude-
Extrakt, sowie erste Proteinzuweisungen

Obwohl die Herstellung eines Crude-Extraktes eine gingige Methode darstellte, ist sie nicht
nur aufgrund der enormen Scherkréifte im Mixer, sondern auch aufgrund der zusétzlichen
Proteasen (z.B. aus dem Magen der Tiere) fiir Allergene ein nicht-schonendes Verfahren.
Deutlich schonender fiir die Allergene war die Herstellung eines Hamolymph-Extraktes.
Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass nicht alle Allergene aus der Amerikanischen

Schabe auch tatsichlich 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 Verdnderungen der
Héamolymph-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 zunéchst {liber die Ermittlung der Trockenmasse auf einen Konzentrations-

bereich eingeengt und anschliefend {iber Absorptionsspektroskopie genauer bestimmt.

3.1.1.1 Trockenmasse der Extrakte
Rein optisch unterschieden sich der Crude-Extrakt (CE) und die Himolymphe (HL) in ihrer
Féarbung. Der CE war braunlich gefarbt und die HL eher ockerfarbig (Abb. 3-2). Zusétzlich

besall der Crude-Extrakt einen starken Eigengeruch.
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CE HL

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

Zur Bestimmung der Trockenmasse beider Extrakte wurden 250 pl Probe fiir 18 h in der

Gefriertrocknung getrocknet und die verbleibende Trockenmasse abgewogen.

Daraus ergab sich jeweils bezogen auf 1 ml fiir die Himolymphe (HL-2) eine Trockenmasse
von 71.43 mg und fir den offensichtlich stirker verdiinnten Crude-Extrakt eine von
59.98 mg.

Da insbesondere im Crude-Extrakt zusétzlich 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 konnen, wurde der spezifische Extinktionskoeffizient der Extrakte bei 280 nm

bestimmt.

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

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

Extinktionskoeffizienten:
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€80 basierend auf der | &3 basierend auf der
T Protein der Konzentrations- Konzentrations- Mittelwert von
xtra
Eichgeraden | bestimmung nach bestimmung nach &350 [I/(g*cm)]
Bradford [I/(g*cm)] Lowry [l/(g*cm)]
BSA 0.79 1.37
HL-2 1.4
Hc 0.90 1.42
BSA 5.61 1.99
CE 2.0
Hc 6.14 2.06

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

Der Vergleich der Extinktionskoeffizienten zeigte, dass beide Assays deutlich differierende
Ergebnisse lieferten. Die groften 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 stérend
auswirken konnte, wohingegen DNA bei dem verwendeten Lowry-Assay nicht als Storfaktor
aufgefiihrt wurde [99, 252]. Aus diesem Grund und da die Extinktionswerte in Abhdngigkeit
vom Eichprotein lediglich um 4% voneinander abwichen, wurde als Richtwert fiir die
Konzentrationsbestimmung der Extrakte der Mittelwert der Extinktionskoeffizienten aus den
Lowry-Bestimmungen verwendet. Somit wurde fiir weitere Berechnungen fiir die HL-2 als
Richtwert g0=1.4 [1/(g*cm)] und fiir den CE als Richtwert g,30= 2.0 [1/(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 erldutert- die Zusammensetzung von HL-1 und HL-2 unterschiedlich war, konnte

der spezifische Extinktionskoeffizient von HL-2 nicht auf HL-1 iibertragen werden.

In HL-1 stellten die Per a 3-Proteine den Proteinhauptanteil und waren zu nahezu gleichen
Anteilen vertreten. Aus diesem Grund wurde fiir HL-1 als spezifischer Extinktionskoeffizient
der Mittelwert der spezifischen Extinktionskoeffizienten der Per a 3-Isoformen mit

€380=1.5 [l/(g*¥cm)] angenommen.

Basierend auf diesen spezifischen Extinktionskoeffizienten wurden die Proteinkonzen-
trationen der nicht-umgepufferten Extrakte liber die Absorption bei 280 nm bestimmt. Als
hinderlich erwies sich dabei die Tatsache, dass die aliquotierten Hdmolymph-Extrakte
zundchst nicht vereinigt wurden und es somit aufgrund der Probenpréparation nicht nur zu
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen, sondern auch zu Unterschieden in den Extrakt-
zusammensetzungen und somit zu etwas verdnderten spezifischen Extinktionskoeffizienten
kommen musste. Da die Proben auBerdem zusitzlich vor den Experimenten zentrifugiert

wurden und stets eine Pelletbildung beobachtet wurde (Pellet enthielt Protein, tiberpriift 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 iiber die Absorption der Extrakte
ermittelten Konzentrationen (Tabelle 3-2) nicht als Absolutwerte zu verstehen, sondern

dienten lediglich der Abschétzung.

Extrakt | & [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 vertrauenswiirdige 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 {ibertragen werden. Als spezifischer Extinktionskoeffizient wurde daher der
Mittelwert der Extinktionskoeffizienten der Per a 3-Isoformen mit €g9,,,=1.5 [I/(g*cm)] verwendet.

3.1.1.3 Absorptionsspektren

Wie zu Beginn des Abschnitts erwidhnt, unterschieden sich der Crude-Extrakt und der
Hiamolymph-Extrakt bereits in ihrer Firbung (Abb. 3-2). Aus diesem Grund wurden von
beiden stark verdiinnten Extrakten UV/Vis-Spektren aufgenommen (Abb. 3-3).

Diese wiesen mehrere Besonderheiten auf: das fiir aromatische Aminosduren typische
Absorptionsmaximum bei 278 nm war im Crude-Extrakt in den UV-Bereich zu 271 nm
verschoben. Zusidtzlich war in diesem Extrakt eine gegeniiber der Hidmolymphe deutlich
hohere Absorption im nahen UV-Bereich zu beobachten. Durch Verdiinnungsexperimente
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. Zusdtzlich konnte im Crude-Extrakt noch ein weiteres Absorptions-
maximum bei 410 nm detektiert werden, welches in der Himolymphe nicht auftrat (Abb.
3-3).
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Abb. 3-3: Absorptionsspektren der beiden Schabenextrakte.

Héamolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) wurden fiir diese Spektren 1:100 mit Schabenpuffer D verdiinnt.
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 Aminoséuren 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 Himolymphe war im Wesentlichen durch die Absorption der
aromatischen Aminosduren 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 erhoht war (Spektrum nicht gezeigt).

Der Vergleich der Quotienten von OD280/0D260 ergab fiir die Himolymphe 1.18 und fiir
den Crude-Extrakt 0.95, was auf einen hoheren Streuanteil und/oder hoherer Anteil an

Adenosin-Bestandteilen im CE gegeniiber der HL hinwies.

3.1.1.4 Gelelektrophoretisches Verhalten

Um die Extrakte auf Proteinebene weiter analysieren zu kdnnen, wurden die Proben auf SDS-
und nativen Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und zusdtzlich im Western-Blot (WB) mit
polyklonalen anti-Periplaneta americana Hémolymph-Antikorpern (anti-P.a. HL-AK)
markiert. Ziel war zum einen der Vergleich der Bandenmuster von HL und CE sowie die

Uberpriifung, ob die Proteine im CE intakt oder degradiert waren.

Hierzu wurden die Extrakte zundchst zur Abdeckung eines breiten Molekulargewichtbereichs

in denaturierter Form auf einem 5-15%igen SDS-Gradientengel aufgetrennt (Abb. 3-4 A).
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Abb. 3-4: Vergleich von Crude-Extrakt (CE) und Himolymphe (HL) auf SDS-Gelen mit
anschlieSender Detektion mit anti-Periplaneta americana Hiamolymph-Antikorper (anti-P.a.HL-AK) im
Western-Blot (WB).

A) Auf dem SDS-Gradientengel (5-15%) wurden 91 ng HL und 78 pg CE aufgetragen. Als Marker wurde der
BioRad-Proteinstandard verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit der Coomassie-Farbung. 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
iiber 60 kDa, wohingegen im CE Proteine hauptséchlich unter 75 kDa vertreten waren.

B) Fiir diese 7.5%ige SDS-PAGE wurden 16 pg CE und 18 pg 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-Farbung
gefarbt und die {ibrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Die Proben stammten aus der zweiten
Schabencharge. Als Primirantikorper wurde anti-P.a. HL-AK 1:100000 und als Sekundérantikdrper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verwendet.

Die AK-Markierung bestdtigte, dass in der HL gegeniiber dem CE ein deutlich groBerer Anteil an
hochmolekularen Proteinbanden von iiber 60 kDa vorhanden war, wohingegen im CE eher Proteine unter
75 kDa dominierten. Diese Bandenverteilung deutete darauf hin, dass Himolymph-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 Pera9 (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 {iber 60 kDa in der HL

stirker vertreten als im CE; im CE dominierten dagegen Proteine unter 75 kDa.

Diese Beobachtungen wurden auch auf einer 7.5%ige SDS-PAGE mit anschlieender anti-
P.a. HL-AK-Detektion im Western-Blot bestétigt (Abb. 3-4 B): die Markierung der HL-
spezifischen Proteine (und eventuell kreuzreagierender Proteine) wies in der HL eine hdhere
Bandenzahl von tiber 60 kDa auf, wohingegen im CE die Markierung der niedermolekularen
Proteine dominierten. Eventuell war dieser Effekt auf die stirkere Verdiinnung der HL-
Proteine im CE zuriickzufiihren 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 zundchst tberpriift, ob der pH-Wert des Trenngels (pH 8.8 und pH 7.5) einen
signifikanten Einfluss auf die Bandentrennung und —schirfe 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 pg CE und 19 pg HL auf dem pH 8.8 Gel und 51 pg HL und 43 ug CE auf dem pH 7.5 Gel im
Verhiltnis 2:3 mit nativem Probenpuffer (BPB) aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit der Coomassie-
Farbung. Als Referenz wurde das andissoziierte Hamocyanin von Astacus astacus (Astacus-Marker)
verwendet.
Der differierende pH-Wert im Trenngel hatte den groften Einfluss auf die bei pH 8.8 weiter in das Gel
eingewanderten Proteine. Da bei pH 8.8 eine bessere Bandentrennung und -schérfe zu beobachten war,
wurden native Gele nachfolgend standardmiBig mit pH 8.8 im Trenngelpuffer verwendet.

Der differierende pH-Wert im Trenngel hatte den groften Einfluss auf die bei pH 8.8 weiter
in das Gel eingewanderten Proteine, die bei pH 7.5 eine vollig andere Mobilitdt aufwiesen
(Abb. 3-5). Da bei pH 8.8 eine bessere Bandentrennung und —schérfe beobachtet wurde,

wurden nativen Gele nachfolgend standardméBig mit pH 8.8 im Trenngelpuffer verwendet.
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Auf den nativen Gelen zeigten beide Extrakte interessanter Weise eine gegeniiber der SDS-
PAGE deutlich reduzierte Bandenanzahl: in der HL wurden etwa acht und im CE sieben
deutliche Banden mit der Coomassie-Féarbung unterschieden. Von diesen Banden zeigten die
in der HL die geringste Mobilitét und eine &dhnliche elektrophoretische Beweglichkeit wie die
6-mere und 12-mere des Hamocyanin-Markers (A4stacus astacus, Astacus-Marker) (Abb.
3-5). Dies war entweder auf hohere Proteinaggregate, bestehend aus unterschiedlichen Unter-
einheiten, oder aber auf unter den Bedingungen nur schwach negativ geladene Proteine

zurickzufiihren.

Zunichst wurde tiberpriift, 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 gefarbt (Abb.
3-6).
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Abb. 3-6: 7.5%ige native PAGE mit anschlieBender anti-Periplaneta americana Hamolymph-Antikorper
(anti-P.a. HL-AK)-Detektion im WB.

Fiir die native PAGE wurden je 16 pg CE und 18 pg HL 2:3 mit BPB versetzt auf das Gel aufgetragen. Als
Marker wurde der Furypelma-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit der Coomassie-Féarbung gefarbt
und die tibrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Referenz fiir den erfolgreichen Blot wurde
zusitzlich die mit Ponceau S-gefiarbte Membran dokumentiert. Als Primirantikérper wurde anti-Periplaneta
americana Hamolymph-Antikorper (anti-P.a. HL-AK) 1:100000 und als Sekundérantikérper anti-rabbit-IgG-
AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdiinnt verwendet.

Trotz unterschiedlicher Bandenmuster auf der nativen PAGE erkannte der anti-P.a. HL-AK mit der stirksten
Farbung sowohl in der HL als auch im CE identische Banden. Zum einen zeigte dies vor allem bei der Crude-
Extrakt Probe die hohe Sensitivitit der AK-Farbung 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-Férbung 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 Sensitivitit der AK-Farbung im Western-Blot, da die HL-
Proteine im CE in stark verdiinnter Form vorlagen. Zum anderen konnte dariiber
ausgeschlossen werden, dass die markierten Proteinaggregate im CE vollstindig 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 niher identifiziert

wurden.

Von besonderem Interesse fiir 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 bestétigten das Vorkommen der Per a 3-Isoformen in beiden Extrakten in
ihrer nativen hexameren Oligomerisierung, deren Mobilitdt 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
angefarbt wurde. Andere Banden mit einer &hnlichen Mobilitit wurden erfolgreich

transferiert, wie die Ponceau S-Farbung bestétigte (Abb. 3-6).

Da die Bandenanzahl auf der SDS-PAGE die Anzahl der Banden auf der nativen PAGE
deutlich iiberstieg, lag die Vermutung nahe, dass in der Hadmolymphe neben Protein-
aggregaten (Multimere) positiv geladene Proteine vorhanden waren, die auf den nativen
Gelen aufgrund des Versuchsautbaus nicht detektiert werden konnten. Daher wurde eine
weitere native PAGE durchgefiihrt, 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-Férbung noch mit der
Silberfarbung 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 GroBenausschlusschromatographie

Um einen GroéBenvergleich nativer HL- und CE-Proteinen zu ermoglichen und auch eventuell
positiv geladene Proteine mit beriicksichtigen zu konnen, wurden beide Extrakte auf einer
GroBenausschlusssdule (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 GroéBenausschluss-
chromatographie von Protokoll 2 mit einem etwas verdnderten Fraktionssammelfenster
(Abschnitt 2.3.5).
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Die Himolymphe eluierte von der SEC in fiinf Peaks, von denen die zwei dominantesten bei
59 ml und 86.5 ml von der Sdule eluierten (Abb. 3-7). Der Crude-Extrakt hingegen eluierte in

acht Peaks von denen die zwei grofiten Peaks bei 59 ml und 151 ml von der Siule eluierten.

Ein ausgeprigter Elutionspeak (hier bei 150.5 ml) mit hoher Absorption war bei allen sédulen-
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 Grofienausschlusschromatographie (SEC) erhaltenen Elutionsprofile
von CE und HL.

Es wurden 42 mg HL bzw. 78 mg CE auf die Gréfenausschlussséule (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 a9 (Retentionsvolumina 84.5 ml und 99.5 ml). Ein ausgepréigter Peak mit hoher Absorption, hier bei
150.5 ml trat im Crude-Extrakt immer bei Sdulenchromatographien auf, konnte jedoch keinem Protein zuge-
ordnet werden. Es konnte sich um ein bei 280 nm absorbierendes Pigment gehandelt haben.

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

Insgesamt zeigten die Elutionsprofile der SEC eindeutig, dass im CE der Anteil an nieder-
molekularen Proteinen gegeniiber der HL deutlich erh6ht war, ohne, dass hochmolekulare
Proteine vollstindig dissoziierten oder degradiert waren (Abb. 3-7). Ob in der HL tatsdchlich
grofere Proteine als im CE vorhanden waren, konnte mit dieser SEC nicht beurteilt werden,
da der erste Peak dem Ausschlussvolumen der Séule entsprach und demnach sédmtliche
Proteine und Aggregate enthielt, die gréfer als 1.5 MDa waren. Die in dieser Arbeit
aufgereinigten und charakterisierten Allergene Pera3 und Pera 9 wurden in diesem
Elutionsprofil (Abb. 3-7) beschriftet und mit Punkten markiert. Die Zuordnung der Allergene
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erfolgte iliber Massenspektrometrie der aus der Reinigung hervorgegangenen Proteine
(Abschnitt 3.2) und ist in Abschnitt 3.3 fiir Per a 3 und fiir Per a 9 in Abschnitt 3.4 dargelegt.

3.1.1.6 Phenoloxidase-Aktivitit

Phenoloxidasen iibernehmen 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 Himolymphe von Periplaneta

americana wurde in der Literatur bereits eine Prophenoloxidase-Aktivitét beschrieben [290].

Unter der Bezeichnung Phenoloxidase(aktivitdt) werden zwei Aktivititen zusammengefasst:
die Monophenoloxidase- und die Diphenoloxidaseaktivitit, 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].

Fiir eine erste Untersuchung, ob sowohl im Crude-Extrakt als auch in der Himolymphe unter
den gegebenen Pufferbedingungen (Crude-Extrakt- bzw. Hadmolymphpuffer) eine Phenol-
oxidase-Aktivitit 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

Hierfiir wurden beide Extrakte mit und ohne Aktivierung durch SDS zum Nachweis der
Diphenoloxidase-Aktivitit mit Dopamin und zum Nachweis der Monophenoloxidase-
Aktivitdat 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
Eigenfarbung besaBlen (Abb. 3-2), wurde als zusétzliche Kontrolle die Eigenfiarbung der
Extrakte dokumentiert (Abb. 3-8).

In der HL war sowohl mit als auch ohne SDS eine deutliche Diphenoloxidase-Aktivitét
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 Eigenfarbung des Extraktes nicht mit Sicherheit ausgewertet werden.

Eventuell war eine schwache Monophenoloxidase-Aktivitdt vorhanden (Abb. 3-8).
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Abb. 3-8: Phenoloxidase-Aktivitit im MBTH-Assay des Himolymph- (HL) und Crude-Extraktes (CE)
mit den Substraten Dopamin und Tyramin im Dot-Blot-Verfahren.

Fiir diesen Dot-Blot wurden 137 pg HL, 117 pg CE und 0.3 pg (links) bzw. 3 pg (rechts) Tyrosinase von
Agaricus bisporus (Tyr) verwendet. Um die Autooxidation des Dopamins abschétzen zu konnen, wurden als
Negativkontrollen Schabenpuffer B und D mit der Farbelosung versetzt. Als Positivkontrolle wurde die
Tyrosinase von Agaricus bisporus (Tyr) in zwei unterchiedlichen Konzentrationen verwendet. Die
Aktivitdtsfairbung fand sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von SDS statt. Fiir eine eindeutige
Beurteilung der Aktivitét wurde zusétzlich die Eigenfarbung der Extrakte dargestellt.

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

Um die Phenoloxdidase-Aktivitdt bestimmten Proteinbanden zuweisen zu konnen, wurden
sowohl einzelne Fraktionen von iiber den Anionenaustauscher getrenntem Crude-Extrakt
erneut mit dem MBTH-Assay im Dot-Blot getestet als auch auf nativen Gelen aufgetrennte

Hamolymph- und Crude-Extrakte mit der Aktivitatsfarbung angefarbt.

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

Fir die Trennung mittels Anionenausstauscher-Chromatographie (IEX) wurde der Crude-
Extrakt mit einem Stufengradienten auf einer Uno Q12-Saule aufgetrennt. Diese Chromato-
graphie entsprach dem ersten Reinigungsschritt nach Protokoll 2 und ist unter Beriicksichti-

gung der isolierten Proteine in Abschnitt 3.2.2 ausfiihrlicher 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-Aktivitit getestet. Die gelben Balken markierten Fraktionen mit
Diphenoloxidase-Aktivitét.

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 NacCl
haltigem Elutionspuffer B von der Sdule verdrdngt (Abb. 3-9). Die fraktionierten Proben
wurden anschlieBend im Dot-Blot Verfahren auf ihre Diphenol- bzw. Monophenoloxidase-

Aktivitidt mit den Substraten Dopamin und Tyramin getestet (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Di- (A) und Monophenoloxidase-Aktivitit (B) der IEX-Fraktionen im Dot-Blot.

A) Diphenoloxidase-Aktivitit im MBTH-Assay. Es wurden 3 pl Eluat mit Dopamin als Substrat mit (+)
und ohne (-) SDS als Aktivator versetzt. Als Positivkontrolle wurde 0.3 pg Agaricus-Tyrosinase (,,Tyr*) und
als Negativkontrolle Schabenpuffer B (,,Kontrolle*) verwendet.

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

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

Die Analyse der einzelnen IEX-Fraktionen zeigte eine eindeutige Diphenoloxidase-Aktivitit
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-Aktivitét 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-Aktivitit konnte wie zuvor weder mit noch ohne SDS in den

Fraktionen nachgewiesen werden und bestdtigte somit die vorausgegangenen Dot-Blot-
Ergebnisse (Abb. 3-8).

Aktivititsfarbung auf der nativen PAGE

Um die gemessene Diphenoloxidase-Aktivitit einer definierten Proteinbande zuordnen zu
konnen, wurden die Extrakte auf nativen Gelen aufgetrennt und anschlieBend mit der
Aktivitatsfirbung mit Dopamin als Substrat angefdarbt. Fiir eine deutlichere Banden-
zuweisung wurde das aktivitdtsgefiarbte Gel anschlieBend mit Coomassie liberfirbt (Abb.
3-11).

CE HL Tyr CE HL Tyr
- . ' <—= Pera3
L

<= Pera9

sasid]

Dopamin Coomassie

Abb. 3-11: Test auf Diphenoloxidase-Aktivitit (Aktivititsfirbung) im nativen Gel von Crude-Extrakt
(CE) und Himolymphe (HL) mit anschlieBender Coomassie-Firbung.

Auf die 7.5%ige native PAGE (pH 8.8) wurden 97 pg CE, 114 pg HL und als Positivkontrolle 0.2 pg
Agaricus Tyrosinase (Tyr) 2:3 mit BPB versetzt aufgetragen. Die Aktivititsfirbung fand mit Dopamin als
Substrat statt. Fiir eine dinstinge Bandenzuordnung wurde das Gel anschlieBend mit der Coomassie-Farbung
tiberfarbt.

Bei der Agaricus Tyrosinase (Tyr) zeigten zwei Proteinbanden auf der nativen PAGE eine deutliche Diphenol-
oxidase-Aktivitdt. In der Himolymphe wiesen zwei Proteinbanden die typische Diphenoloxidase-Aktivitit mit
einer rosa-Farbung auf. Diese gefiarbten Banden waren in einem starkeren Ausmal ebenfalls im Crude-Extrakt
zu finden. Die Diphenoloxidasen wanderten weder auf Hohe der Per a 3 noch der Per a 9 Proteine (mit Pfeilen
gekennzeichnet). In der Himolymphe waren zusétzlich auch bei Wiederholung der Experimente zwei blau-
geférbte Banden bei der Aktivititsfarbung vorhanden, die nicht weiter identifiziert wurden.

Diese Aktivitdtsfarbung bestétigte die Ergebnisse der Dot-Blot-Versuche, demnach sowohl im Hamolymph-
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 Aktivititsfirbung wurden in der HL und dem CE jeweils zwei Proteinbanden
unterschiedlicher Intensitit angeférbt. Interessanterweise war diese Farbung trotz geringerer
Proteinauftragung im Crude-Extrakt deutlich ausgepréigter als in der Hamolymphe. Das
Vorhandensein je zweier aktiver Proteinbanden kdnnte auf eine partielle Dissoziation einer

Diphenoloxidase oder auf zwei unterschiedliche Diphenoloxidasen hinweisen. Die aktivitéts-
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gefarbten Banden zeigten eindeutig, dass die Aktivitdt weder auf Per a 3 noch auf Per a 9

zurickzufiithren war.

Offensichtlich wurde die Phenoloxidase im Crude-Extrakt tatsdchlich durch einen Inhibitor

inhibiert, der sowohl sdulen- als auch gelchromatographisch abgetrennt werden konnte.

Zusitzlich zur eigentlichen Aktivititsfarbung wurden in der Hdmolymphe auch bei einer
Wiederholung der Experimente zwei Proteinbanden blau angefdarbt (Abb. 3-11). Diese

Farbung wurde als Himolymph-Artefakt eingestuft und in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

Da auch in den ersten ungebundenen Fraktionen des IEX-Laufs eine Diphenoloxidase-
Aktivitdt gefunden wurde, bei der es sich auch um ein unter diesen Bedingungen positiv
gelandenes Protein gehandeln haben konnte, wurden die Extrakt-Proben zusétzlich auf einer
nativen PAGE mit umgekehrter Polung wiederholt. Allerdings konnten weder mit der
Aktivitatsfairbung noch mit der Silberfarbung 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

Hiamolymphe oder dem Crude-Extrakt vorhanden war.

3.1.2 Reproduzierbarkeit der Extrakte

Ein wichtiger Ausgangspunkt fiir diese Arbeit war die Reproduzierbarkeit der verwendeten
Extrakte. Aus diesem Grund wurde liberpriift, ob zum einen Aliquots einer Extrakt-Charge
und zum anderen Hadmolymph-Extrakte aus verschiedenen Schabenchargen eine reproduzier-

bare Proteinzusammensetzung aufwiesen.

3.1.2.1 Vergleichende Untersuchungen der Himolymphe aus zwei unterschied-
lichen Schabenchargen

In dieser Arbeit wurden zwei Schabenchargen verwendet, aus denen mit identischem
Verfahren die Himolymphe gewonnen wurde. Beide Chargen setzten sich aus Weibchen und
Minnchen, 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 fiir die Reproduzierbarkeit der Extrakte verwendet.

Zusammensetzung auf Polyacryvlamid-Gele

Um die Reproduzierbarkeit bei Aliquots einer Charge beurteilen zu kénnen, wurden gleiche
Volumina zufillig ausgewéhlter Proben der Hdmolymphe 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 Himolymphe von ca. 40 Tieren vereinigt.
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Abb. 3-12: Zusammensetzung ausgewihlter Aliquots (1 bis 6) aus der zweiten Himolymph-Charge,
analysiert auf SDS-PAGE (A) und nativer PAGE (B).

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

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Fiir eine bessere Vergleichbarkeit mit den SDS-Gelen wurden auch bei
dieser PAGE 0.42 pl Protein zuvor 2:3 mit BPB verdiinnt 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-
Farbung.

Insbesondere bei Probe 3 war auf beiden Gelen der gegeniiber 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 zusétzliche 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, Ubersicht
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Namensgebung der Per a 3-Isoformen) gegeniiber den restlichen Proteinen in den jeweiligen
Proben signifikant schwankte. Am auffélligsten 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. Gegeniiber dieser auBerordentlichen Proteinschwankung waren die iibrigen

Unterschiede zwischen den Aliquots als vernachldssigbar gering einzustufen.

Diese Proteinverteilung der einzelnen Hémolymphproben war auch iiber einen

Lagerungszeitraum von 16 Monaten bei -23°C unverdndert (Abbildung nicht gezeigt).

Interessanterweise waren im Unterschied zur Hdmolymphe aus der zweiten Charge die
Aliquots der Himolymphe 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 Hamolymphproben aus der zweiten
Schabencharge erhalten zu konnen, 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 ug HL-1 bzw. HL-2 auf die SDS-PAGE appliziert und mit der
Coomassie-Farbung detektiert. Als Referenz wurde der BioRad-Proteinstandard verwendet.

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

Insgesamt gab es bei der SDS-PAGE in dem kompletten Molekulargewichtsbereich u.a. in der Intensitét
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 zusitzlich mit Pfeilen gekennzeichnet wurde.

Auch nach Vereinigung der Himolymphproben 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
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Vergleich zu den iibrigen Proteinen und im Unterschied zur HL-1 in deutlich geringerer
Konzentration vorlag (Abb. 3-13, mit Pfeilen gekennzeichnet). Eine mogliche Ursache
hierfiir wird im Zusammenhang mit der Einordnung der Per a 3-Proteine zu den

Hexamerinen in der Diskussion erortert (Abschnitt 4.1.2).

Absorptionsspektren

Um zu tberpriifen, 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 fiir 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 Himolymph-Extrakte.

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

AufBer dem fiir aromatische Aminosduren typischen Absorptionsmaximum bei 278 nm, zeigten die HL-Proben
bis 800 nm keine weiteren ausgepragten Absorptionsmaxima. Eine schwache Absorption wurde zusétzlich in
der HL-1 bei 350 nm beobachtet. In der HL-2 war gegeniiber der HL-1 der Streuanteil erhoht, sodass die
schwache Absorption bei 350 nm eventuell iiberdeckt wurde.

Beide HL-Proben wiesen das fiir aromatischen Aminosduren typische Absorptionsmaximum
bei 278 nm auf (Abb. 3-14). Die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten dieser Proben
wurde in Abschnitt 3.1.1.2 erldutert. Fiir HL-1 wurde &30nm=1.5 [1/(g*cm)] und fiir HL-2

€80nm=1.4 [1/(g*cm)] bestimmt.

Der Vergleich der Quotienten von OD280/0D250 ergab fiir die Hamolymphe der ersten
Charge (HL-1) 1.99 und fiir die Himolymphe der zweiten Charge (HL-2) 1.22. Offenbar war
in der HL-2 gegeniiber der HL-1 der Streuanteil erhoht. Zusitzliche absorbierende Pigmente

waren in den HL-Proben nicht zu beobachten.
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Allerdings wurde in der HL-1 eine zusitzliche schwache Absorption bei ca. 350 nm
detektiert, die in der HL-2 eventuell aufgrund der hoheren Streuung nicht aufgelost wurde.
Bei dieser Absorption konnte es sich um die der Phenoloxidase handeln. Phenoloxidasen
zdhlen wie die Hdmocyanine zu den Typ III Kupferproteinen und weisen im oxygenierten
Zustand zusitzliche Absorption bei ca. 340 nm auf [291].

3.1.2.2 Aliquots des Crude-Extraktes

Wie eingangs erwdhnt, 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 iiber 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
tiberpriift (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).
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A) 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden je 16 ng CE pro Spur auf die SDS-PAGE aufgetragen. Als Marker wurde
der BioRad-Proteinstandard verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit der Coomassie-Farbung.

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden je 16 ug 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-Farbung.

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 zuriickgefithrt werden mussten. Diese Gele belegten zusitzlich, dass die Proteine in dem
Extrakt auch iiber 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 zuriickzuftihren. Diese Gele belegten zusitzlich, dass die
Protease-Inhibitoren in dem Extrakt wirkten: auch iiber 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 Hidmolymphproben 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. Fiir nachfolgende Extraktionen ist daher das Vereinigen
der HL-Proben fiir reproduzierbare Ergebnisse, insbesondere im Hinblick auf immunolo-
gische Untersuchungen unerlédsslich. Obwohl bislang beim CE keine Vergleiche zu anderen
Schabenchargen moglich waren, ist es sinnvoll, zukiinftig 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 konnten. Eine Degradation oder Dissoziation von
HL-Proteinen wurde im Crude-Extrakt nicht beobachtet, sodass davon ausgegangen werden
konnte, dass oligomere Proteine -inbesondere die filir diese Arbeit wichtigen hexameren

Per a 3-Isoformen- durch die Scherkrifte im Mixer nicht dissoziiert oder zerstort wurden.

Beide Extrakte enthielten auBerdem 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

anschliefend charakterisiert.
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3.2 Isolierung allergener Proteine aus Periplaneta americana

Die Aufreinigungsprotokolle fiir die Isolierung der Allergene Pera3 und Pera9 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

Héamolymph- bzw. Crude-Extrakten vorgestellt.

Der Hamolymph-Extrakt wurde nach Protokoll 1 im ersten Reinigungssschritt mittels einer
Anionenaustauscher-Sédule (Bio-Scale Q2) gereinigt. Um Allergene aus dem Crude-Extrakt
isolieren zu konnen, wurde eine Anionenaustauscher-Siule (Uno Q12) mit achtfach hoherer
Proteinkapazitit als die der Bio-Scale Q2 gewdhlt. Da zu diesem Zeitpunkt weder auf
Erfahrungen bei der Reinigung von Proteinen aus einem Crude-Extrakt noch auf Erfahrungen
mit diesem Anionenaustauscher zuriickgegriffen 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
Ubersicht iiber die drei unterschiedlichen Reinigungsprotokolle unter Beriicksichtigung der

verwendeten Extrakte und chromatographischen Sdulen 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 praparativen 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 gewdhlten
Bezeichnungen nicht optimal waren und bei der neuen Datenlage auch zu Verwirrungen
filhrten. 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 Ubersicht iiber die verwendeten Bezeichnungen ist in der

Diskussion in Tabelle 4-3 dargestellt.

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

es, diese Per a 3-Isoformen aus der Himolymphe zu isolieren.

Fiir deren Reinigungsstrategie konnte auf die Erfahrungen zweier Diplomarbeiten in unserem

Institut zuriickgegriffen werden [148, 292]. Die dort bereits entwickelten Reinigungs-
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protokolle wurden in meiner Arbeit im Hinblick auf die Proteinausbeute (Quantitit) sowie
die Reinheit der Per a 3-Isoformen (Qualitdt) optimiert. Als effektiv stellte sich dabei
folgende dreigliedrige Reinigungsstrategie heraus, die in dieser Arbeit als Protokoll 1

bezeichnet wird:

1. Anionenaustauscher-Chromatographie der Himolymphe (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. GroBenausschlusschromatographie 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 GroBenausschlusschromatographie abgetrennt.

3.2.1.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX)

Fir den ersten Reinigungsschritt der Hamolymphe wurde diese nach Bedarf mit
Schabenpuffer A verdiinnt und bei 4°C iiber den Anionenaustauscher (Bio-Scale Q2)
aufgetrennt. Als Bindungspuffer wurde Schabenpuffer A (20 mM TRIS/HCI, pH 7.5 (4°C))
und zur Elution Elutionsschabenpuffer A (20 mM TRIS/HCI, 1 M NaCl, pH 7.5 (4°C))
verwendet. Ein typisches Elutionsprofil von 1 ml aufgetragenem, zuvor 1:3 verdiinntem
Héamolymph-Extrakt ist in Abb. 3-16 dargestellt und gliederte sich typischerweise in zwei
Schritte. Im ersten Schritt eluierten in den ersten 13 Fraktionen Haimolymph-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 Uberpriifung einzelner IEX-Fraktionen auf 7.5%igen Polyacrylamid-Gelen (SDS- und
nativer PAGE) zeigte stets, dass die Nachweisempfindlichkeit der Coomassie-Féarbung nicht
ausreichend war, um die nicht-gebundenen Hamolymph-Proteine in den Fraktionen 6 und 8
anzufdarben (Abb. 3-16). Wahrscheinlich hatten bei 280 nm absorbierende Pigmente oder

freie aromatische Aminosduren zusitzlich zur Absorption in diesen Fraktionen beitragen.
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Abb. 3-16: Erster Reinigungsschritt der Himolymphe 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/HCI, pH 7.5) verdiinnten 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/HCI, 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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Typischerweise eluierten die gebundenen HL-Bestandteile in drei Peaks von der Séule. Peak 1 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-gefirbten 7.5%igen SDS-Gelen. Die Proben
wurden 1:3 mit Schabenpuffer A verdiinnt 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 pl 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 hauptsichlich in den Fraktionen 22 und 23, die 73 kDa-Per a 3-Isoform
dominierte ab Fraktion 25.

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefiarbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro
Spur wurden jeweils 25 pl der zuvor 1:3 mit Schabenpuffer D und anschlieBend 3:4 mit nativem Proben-
puffer (BPB) verdiinnten 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 &hnliche Mobilitdt wie das 7-mere Hémocyanin 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. Zusitzlich waren in den Fraktionen weitere, jedoch nicht weiter identifizierte Proteine
vorhanden.

Da die Per a 3-Isoformen nicht vollstindig von einander isoliert wurden, wurden fiir eine Rechromatographie
der Proben fiir die Peak I-Probe die Fraktionen 20 bis 23 und fiir 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 hauptsichlich die
80 kDa-Per a 3-Isoform. Peak II eluierte iiber 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 IIl dominierten mehrere Proteinbanden, die auf der SDS-PAGE ein
Molekulargewicht von tiiber 75 kDa aufwiesen, die bei dieser Reinigung nicht néher

analysiert wurden.

Da der verwendete Anionenaustauscher nur eine geringe Proteinkapazitét besa3, mussten fiir
die Aufreinigung von 4 ml Hadmolymphe 13 solcher Anionenaustauscher-Liufe durchgefiihrt
werden. Je nach aufgetragener Proteinkonzentration variierte dabei die Trennleistung der
Sdule [293], sodass jeder Lauf mittels SDS-PAGE iiberpriift wurde und die zu vereinigenden
Fraktionen individuell angepasst wurden. Wie eingangs erwédhnt, 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 fiir eine erneute Chromatographie iiber den Anionenaustauscher
entschieden. Fiir eine solche Rechromatographie wurden die Peak-Fraktionen mehrere Liufe
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
iiber 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 iiber 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-Losung
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-gefiarbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je
25 pl 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-gefirbten 7.5%igen nativen Gelen. Es wurden je
25 ul 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 &hnliche elektrophoretische Beweglichkeit aufwies wie das 7-mere Hémocyanin des
Eurypelma-Markers. Die Fraktionen 20 und 21 enthielten noch zusétzliche Proteinbanden mit &hnlicher
Mobilitdt wie die Untereinheiten des Eurypelma-Markers. Fiir die anschlieBende GroBenausschlusschromato-
graphie wurden die Fraktionen 20 bis 24 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert.
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3 Ergebnisse: Reinigung

Die Peak I-Probe cluierte bei dieser Rechromatographie maximal mit einem Peak bei
130 mM NacCl in Fraktion 21 von der Sdule (Abb. 3-17). Die Kontrolle auf dem 7.5%igen
SDS-Gel ergab jedoch, dass zusitzlich 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 Hémocyanin 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

erwartungsgemal die dominierende Proteinspezies dar.

Insgesamt ermdglichte 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. Fiir eine bessere Nachvollziehbarkeit dieser Reinigung wurde diese Losung weiterhin

als Peak I-Probe bezeichnet.

Bei der Rechromatographie der Peak II-Probe eluierte diese ebenfalls in nur einem Peak von
der Séule. Dessen Maximum lag bei 190 mM NacCl in Fraktion 23 (Abb. 3-18).
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Abb. 3-18: Rechromatographie der Peak II-Probe nach Protokoll 1 iiber 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-Losung
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-gefirbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je
25 pl der zuvor 1:2 mit DP versetzte Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.

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

C) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf Coomassie-gefirbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Es
wurden je 25 pl 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 zusétzlich 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 Mobilitit mit der des 7-meren Hamocyanins des Eurypelma-Markers vergleichbar.
Fir die anschlieBende GroBenausschlusschromatographie 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 zusétzlich dessen intakte native hexamere
Struktur bestétigt werden. Auch die Rechromatographie der Peak II-Probe bestétigte die

erfolgreiche Trennung der beiden Per a 3-Isoformen.

Um einen zu groBen Verlust der 73 kDa-Per a 3-Isoform zu vermeiden, wurden trotz der
Anwesenheit weiterer Proteine flir die sich anschlieBende Gro3enausschlusschromatographie
die Fraktionen 24 bis 30 vereinigt, umgepuffert und aufkonzentriert. Fiir eine bessere
Nachvollziehbarkeit dieser Reinigung wurde diese Losung weiterhin als Peak II-Probe

bezeichnet.

3.2.1.2 GroBenausschlusschromatographie (SEC)
Der letzte Reinigungsschritt in der GroBenausschlusschromatographie hatte zum Ziel, von
den rechromatographierten Per a 3-Losungen (Peak I und Peak I1) Himolymph-Proteine mit

einem anderem Stokes-Radius als den der Per a 3-Proteine abzutrennen.

Die Peak I-Probe cluierte 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: Grofienausschlusschromatographie der Peak I-Probe nach Protokoll 1 mit 7.5%igen SDS-

A) Grofienausschlusschromatographie (SEC; S-300 ;16/60) von Peak 1. Es wurden 2 ml der Peak I-Probe
auf die SEC mit Schabenpuffer C (100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7.8) bei einer Flussrate
von 0.5 ml/Min. aufgetragen, eluiert und in 3 ml-Fraktionen gesammelt.
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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-gefirbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden
je 25 ul der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.
Die auf die SEC aufgegebene Peak 2-Losung wurde als Fraktion ,,0° bezeichnet und wurde zusétzlich 1:10 mit
Schabenpuffer C verdiinnt auf das Gel appliziert.

Der Hauptpeak enthielt in den Fraktionen 14 bis 19 hauptséchlich 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 silbergefirbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur
wurden je 25 pl der zuvor 1:2 mit Schabenpuffer C verdiinnten 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 silbergeférbten nativen PAGE keine Proteinbanden zugeordnet werden.

Fiir die weitere Proteincharakterisierung wurden fiir 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). Auffillig war allerdings auf
der SDS-PAGE die hochmolekulare Proteinbande bei tiber 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 angefdrbt (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-

gefarbten nativen PAGE allerdings keine separate Proteinbanden zugeordnet werden konnten
(Abb. 3-19).

Die Peak II-Probe cluierte von der GroBenausschlusssdule 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 {iberraschender Weise zusétzlich 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 zusitzlich drei Proteinbanden
auf der nativen PAGE beobachtet (Abb. 3-20). Bei der obersten Bande mit der geringsten
Mobilitdt handelte es sich wahrscheinlich um die Diphenoloxidase, die bereits zuvor in der
Hamolymphe nachgewiesen wurde (Abb. 3-11). Die iibrigen beiden Banden wurden in dieser

Arbeit nicht weiter identifiziert.
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Abb. 3-20: Groflenausschlusschromatographie der Peak II-Probe nach Protokoll 1 mit 7.5%igen SDS-
und nativen Kontrollgelen.

A) Grofienausschlusschromatographie (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/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7.8) bei einer
Flussrate von 0.5 ml/Min. aufgetragen, eluiert und in 3 ml-Fraktionen gesammelt.
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Die Probe eluierte in einem Hauptpeak nach 81.5 ml Retentionsvolumen von der SEC.

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

Die 73 kDa-Per a 3-Isoform cluierte iiber einen weiten Volumenbereich und war in den Fraktionen 15 bis 24
vertreten. Ab Fraktion 18 cluierte zusitzlich ein 88 kDa-Protein, welches offensichtlich einen dhnlichen
Stokes-Radius besall wie die hexamere 73 kDa-Per a 3-Isoform. Der Hauptpeak enthielt in den Fraktionen 14
bis 19 hauptséchlich die 73 kDa- Per a 3-Isoform.

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefirbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur
wurden je 25 pl der zuvor 1:2 mit Schabenpuffer C verdiinnten 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 zusétzlich 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)).

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

Fiir das Endergebnis dieser beiden SEC-Léaufe wurden fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform die
Fraktionen 12 bis 24 aus dem SEC-Lauf der Peak I-Probe (Abb. 3-19) und fiir 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 iiber die
Messung der Absorption bei 280 nm (Abschnitt 2.6.1). Fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform
wurde fiir den spezifischen Extinktionskoeffizienten &30 nm=1.65 [l/(g*cm)] und fiir die
73 kDa-Per a 3-Isoform €380 nm = 1.44 [1/(g*cm)] verwendet [148].

Somit wurden ausgehend von 150 mg Himolymphe 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 abschlieBende Uberpriifung 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 Himo-
lymphe der ersten Schabencharge.

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

BioRad-Marker verwendet.

In der Himolymphe wurden bei dieser Verdiinnung 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 sdmtlichen Spuren
silbergefarbter 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 zusitzlich ein weiteres Protein mit 88 kDa vor. Wie bereits zuvor, trat mit der 73
kDa-Per a 3-Isoform eine zusétzliche Proteinbande von iiber 250 kDa auf, bei der es sich wahrscheinlich um
Aggregate der 73 kDa-Per a 3-Isoform handelte.

B) silbergefirbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 0.21 pg der HL, 0.20 pg der 80 kDa-Per a 3-
Isoform und 0.55 pg 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 Hiamolymphe in ihrer intakten
hexameren Form isoliert wurden. Eine partielle Dissoziation der Isoformen wurde nicht beobachtet. Der
Anteil des 88 kDa-Proteins war gegeniiber 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 pg der 80 kDa- Per a 3-Isoform und 0.6 pg der
73 kDa-Per a 3-Isoform auf der SDS-PAGE die Proteinnachweisgrenze fiir die Silberfiarbung
deutlich iiberschritten. Dennoch konnte bestdtigt 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
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zwischen 50 kDa und 70 kDa handelte es sich wahrscheinlich um eine Verunreinigung mit
Keratinen, die in sdmtlichen Spuren silbergefarbter SDS-Gelen auftrat [242]. Die in der
73 kDa-Per a 3-Probe vorhandene Proteinbande von iiber 250 kDa trat auf SDS-Gelen haufig
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 fiir 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 zusétzlich eine 88 kDa-Bande auf der SDS-PAGE zu beobachten
war. Insgesamt konnte durch dieses Reinigungsprotokoll fiir beide Isoformen, insbesondere
fir die 80 kDa-Per a 3-Isoform die Proteinausbeute gegeniiber 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 Beriicksichtigung 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 moglich 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 benétigte
Rechromatographie bei dieser Aufreinigung entfallen. Das fiir 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 NacCl)
2. GroBenausschlusschromatographie isolierter Peak-Proben
(S-300, 16/60)

3.2.2.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX)

Basierend auf diversen Testldufen wurden fiir 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). Fiir diese pradparative Proteinaufreinigung

wurden 40 ml Crude-Extrakt in insgesamt 20 Anionenaustauscherldufen aufgereinigt.
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Abb. 3-22: Erster Reinigungsschritt des Crude-Extraktes von Periplaneta americana nach Protokoll 2.
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A) Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX, Uno Q12). Es wurden 2 ml unverdiinnter CE mit Schaben-
puffer B (20 mM TRIS/HCI, 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/HCI,
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 Séule. Die ersten beiden Peaks (Peak 1
und 2) eluierten bei 80 mM NacCl, Peak 3 bei 150 mM NaCl und Peak 4 schlieBlich bei linear ansteigendem
Salzgehalt (150 mM - 500 mM NacCl).

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefirbten bzw. Coomassie-gefirbten 7.5%igen SDS-
Gelen. Pro Spur wurde je nach Gel 25 pl bzw. 13 pl bzw. 8 ul der zuvor 1:2 mit DP versetzten Probe
appliziert. Der Crude-Extrakt wurde zusitzlich 1:30 mit Schabenpuffer B verdiinnt. 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 Saule gebundenes 73 kDa-Per a 3 eluierte in den Fraktionen 40 bis 45.

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

Trotz der hoheren Probenverdiinnung konnte im CE durch Uberladung 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
fiir hexamere Per a 3-Isoformen typische Proteinbande auf. Pera 9 (Fraktion 24 - 29)zeigte eine &hnliche
Mobilitdt wie die UE des Palinurus-Markers.

In dieser Reinigung passierte die 80 kDa-Per a 3-Isoform den Anionenaustauscher hauptsichlich 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.

Fiir die weitere Aufreinigung wurden fiir Peak 2 (Per a 9) typischerweise die Fraktionen 29 bis 33 und fiir
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/HCI, pH 7.5) und zur Elution
Elutionsschabenpuffer B (20 mM TRIS/HCI, 1 M NacCl, 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 stirksten.

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.
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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 Sdule passierten (Abb. 3-22). Beide ungebundenen Per a 3-Isoformen

eluierten als Hexamere in ihrer nativen Form (Abb. 3-22).

Die an die Sdule 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 fiinf 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 hochsten Konzentration vor
und eluierte liber 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 besall Per a 9 cine dhnliche Mobilitdt wie die Untereinheiten (UE) des Palinurus-
Héamocyanins (Hc P.e., Palinurus-Marker). Die ausfiihrliche 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 gegeniiber der 73 kDa-Per a 3-Isoform nur in
sehr geringen Mengen im CE vertreten. Da auBlerdem in diesem ersten Reinigungsschritt
bereits ein grofer Anteil der 80 kDa-Per a 3-Isoform die Sdule 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 Silberfarbung nicht mehr nachweisbar (Abb. 3-22).

Insbesondere bei Peak 2 fiel in Fraktion 29 die hohe Absorption von {iber 2 (OD 280 nm) auf.
Trotz des hohen Anteils von Per a 9 in dieser war es sehr unwahrscheinlich, dass dieses
Protein alleine fiir diese hohe Absorption verantwortlich war. Ein solcher ausgeprigter
Absorptionspeak wurde bei allen sdulenchromatographischen Trennungen des Crude-Extrakt
beobachtet und trat nicht zwangsldufig 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
erwartungsgeméil die 73 kDa-Per a 3-Isoform in ihrer nativen Form und zusitzlich 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
konnte es sich um Transferrin gehandelt haben. Transferrin ist ein Hidmolymph-Protein,

welches bisher in der Siidamerikanischen 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 stirker negativ geladen als die 80 kDa-
Per a 3-Isoform und sollte daher auch stirker 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 dhnlichen Molekulargewichts nicht moglich.
Allerdings sind Transferrine im Unterschied zu den Per a 3-Proteinen Monomere, sodass
dieses Protein spitestens mit der SEC von den Per a 3-Proteinen separiert werden sollte
[294].

Wie eingangs erwihnt, konnte bei diesem Protokoll aufgrund der guten Trennung der
Isoformen auf eine zusitzliche und auch zeitintensive Rechromatographie verzichtet werden.
Fiir 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/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7.8) umgepuffert und fiir die sich an-
schlieende GroBenausschlusschromatographie aufkonzentriert. Zur besseren Nachvollzieh-
barkeit dieser Aufreinigung wurden diese Losungen weiterhin als Peak 2- und Peak 3-Probe

bezeichnet.

3.2.2.2 GroBenausschlusschromatographie (SEC)
Die Peak 2-Probe cluierte 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-Saule (16/60) eluierten (Abb. 3-23).
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Abb. 3-23: Groflenausschlusschromatographie der Peak 2-Probe nach Protokoll 2 mit SDS- und
nativem Kontrollgel.

A) GroBlenausschlusschromatographie (SEC; S-300; 16/60) von Peak 2. Es wurden 2 ml der Peak 2-
Losung auf die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCl, 5 mM CaCl,, 5mM MgCl,, 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 silbergefirbten 10%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je 25
pl der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet. Die
auf die SEC aufgegebene Peak 2-Losung wurde als Fraktion ,,0° bezeichnet.

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

C) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefirbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Die
Proben wurden 2:3 mit Schabenpuffer D und anschlieBend 3:4 mit BPB versetzt, sodass eine identische
Probenmenge wie auf die SDS-Gele appliziert wurde. Lediglich Fraktion ,,0“ wurde gegeniiber der SDS-
PAGE zusitzlich 1:8 mit Schabenpuffer D verdiinnt. Als Referenz wurde neben dem schlecht aufgeldsten
Eurypelma-Marker das andissoziierte Hamocyanin 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 aufgeldsten
Proteinbanden mit hoherer Mobilitdt als die 6-meren Referenz-Hamocyanine zusammen. Den Nebenpeaks
konnten auch auf der nativen PAGE keine Proteine zugeordnet werden.
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Fiir die weitere Proteincharakterisierung wurden fiir 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) hauptsédchlich Per a9 enthielt (Abb. 3-23). Eine Elution der nativen 80 kDa-
Per a 3-Isoform wére 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 Silberfarbung hétten angefiarbt werden konnen und wurden daher nicht weiter

identifiziert.

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

Die Peak 3-Probe cluierte bei der GroBenausschlusschromatographie 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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Abb. 3-24: Grofienausschlusschromatographie der Peak 3-Probe nach Protokoll 2 mit SDS- und
nativem Kontrollgel.

A) Grofienausschlusschromatographie (S-300; 16/60) von Peak 3. Es wurden 2 ml der Peak 3-Losung auf
die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 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 silbergefirbtem 10%igen SDS-Gel. Pro Spur wurden je 25
pl der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. ,,0 bezeichnet die Peak 3-Losung, die auf die SEC aufgegeben
wurde. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.

In den Fraktionen 16 bis 20 war hauptsichlich die 73 kDa-Per a 3-Isoform vorhanden. In Fraktion 23 waren
zahlreiche zusitzliche 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 silbergefirbtem 7.5%igen nativen Gel (pH 8.8). Die Proben
wurden 2:3 mit Schabenpuffer D und anschlieBend 3:4 mit BPB versetzt sodass eine identische Probenmenge
wie auf die SDS-Gele appliziert wurde. Lediglich Fraktion ,,0° wurde gegeniiber der SDS-PAGE zusétzlich
1:8 mit Schabenpuffer D verdiinnt. Als Referenz wurde neben dem schlecht aufgeldsten Eurypelma-Marker
der Palinurus-Marker (Hc P.e.) verwendet.

Zusétzlich zur typischen Hexamerbande der 73 kDa-Per a 3-Isoform auf Hohe des 6-meren Palinurus Hamo-
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cyanins (Hc P.e.) waren in den Fraktionen 16 bis 20 weitere Proteinbanden zu erkennen, die weiter als
Pera3 in die Gelmatrix eingewandert waren. In Fraktion 23 bildeten die zusitzlich zur 73 kDa-Per a 3-
Isoform vorhanden Proteine einen Schlier, der keine Erkennung bestimmter Proteinbanden zulie. In
Fraktion 34 konnte auch auf der nativen PAGE keine Proteinbanden detektiert werden.

Fiir die anschlieBende Proteincharakterisierung wurden fiir 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) hauptsidchlich 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 zusdtzlich 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

Silberfarbung, sodass eine Proteinzuordnung nicht moglich war.

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

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie in Material und Methode beschrieben iiber die
Messung der Absorption bei 280 nm (Abschnitt 2.6.1). Fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform
wurde fiir den spezifischen Extinktionskoeffizienten &30nm= 1.44 [1/(g*cm)] und fiir Pera 9
€8onm= 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) fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform und von 0.16% (w/w) fiir Per a 9.

Die Uberpriifung dieser endgereinigten Proteine auf SDS- und nativer PAGE ergab, dass die
Per a 3-Isoform zusitzlich zur 73 kDa-Bande weitere Proteinbanden bei 68 kDa und {iiber
250 kDa aufwies (Abb. 3-25). Diese Banden wurden massenspektrometrisch untersucht und
jeweils als Aggregat bzw. Bruchstiick der 73 kDa-Per a 3-Isoform identifiziert (Abschnitt
3.3). Auf der nativen PAGE waren jedoch weder Aggregate noch Dissoziate oder proteoly-
tische Bruchstiicke 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 zusitzliche Banden mit geringerem
Molekulargewicht angeférbt, von denen die Bande bei ca. 27 kDa massenspektrometrisch als
Per a 9 Fragment identifiziert wurde (s. Anhang, Abschnitt 8.2.4). Moglicherweise konnte es
sich bei den iibrigen beiden Banden ebenfalls um Per a 9-Fragmente gehandelt haben oder
aber um weitere Proteine, denen auf der nativen PAGE die schwach angeférbte Proteinbande

unterhalb der ausgepréigten Per a 9- Bande zuzuordnen war (Abb. 3-25).
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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-gefirbte 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden 1.26 pg der 73 kDa-Per a 3-Isoform und 3.2 pg
Per a 9 auf das Gel appliziert. Als Proteinstandard wurde der BioRad-Marker verwendet.

Die Per a 3-Isoform wies zusitzlich zur 73 kDa-Bande weitere Proteinbanden bei 68 kDa und iiber 250 kDa
auf. Diese Banden wurden massenspektrometrisch analysiert und jeweils als Aggregat bzw. Bruchstiick der 73
kDa-Per a 3-Isoform identifiziert. In der Per a 9 Probe waren ebenfalls zusitzlich 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-gefiirbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 1.26 pg der 73 kDa-Per a 3-Isoform und
3.2 ug Pera9 der zuvor 3:4 mit BPB versetzen Proben auf das Gel appliziert. Als Referenz diente der
Palinurus-Marker (He P.e.).

Diese native PAGE zeigte eindeutig, dass die 73 kDa-Per a 3-Isoform trotz Spaltprodukte in seiner intakten
hexameren Form und zusétzlich in hoher Reinheit auf der nativen PAGE vorlag. Auch die Per a 9-Probe wies
eine sehr hohe Reinheit auf.

3.2.2.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 2

Bereits in dem ersten Reinigungsschritt iiber 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 konnen. Insgesamt stellte sich die hohe Ionenstérke des Crude-
Extraktes als problematisch fiir diese IEX heraus. Neben CaCl, und MgCl, aus dem Crude-
Extrakt-Puffer erhohten noch zusétzliche Ionen und vor allem DNA und RNA aus dem
Schabenmazerat die lonenstirke des Extraktes. Dadurch stieg die Leitfdhigkeit beim Proben-
auftrag punktuell auf maximal 0.28 mS/cm an, sodass u.a. fiir 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 Uberladung der Siule konnte bei der Auftragung von 80 mg
CE bei einer Siulenkapazitit von 160 mg ausgeschlossen werden. Eventuell wurde jedoch
die Kapazitit der Séule durch gebundene DNA und RNA herabgesetzt.
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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 dafiir 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) gewihlt.

Das fiir Protokoll 3 verwendete Reinigungsprotokoll gliederte sich in zwei Schritte:
1. Anionenaustauscher-Chromatographie des Crude-Extraktes (CE)
(Uno Q12; linearer Gradient 0 bis 200 mM NacCl)

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

3.2.3.1 Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX)

Fiir diese prédparative Proteinaufreinigung wurden 18 ml Crude-Extrakt in insgesamt neun
Anionenaustauscherldufen 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/HCI, pH 7.5) und zur Elution Elutionsschabenpuffer B
(20 mM TRIS/HCI, 1 M NaCl, pH 7.5) verwendet.

Ein typisches Elutionsprofil ist in Abb. 3-26 dargestellt. Dessen Verlauf dhnelte trotz
linearem Salzgradienten dem IEX-Profil aus Protokoll 2 in erstaunlicher Weise (Abb. 3-22).
Zusitzlich 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 einschlieBlich Fraktion 9 die Anionen-
austauscher-Sdule (Abb. 3-26). Die Kontrolle dieser Fraktionen zeigte auf SDS- und nativer
PAGE, dass insbesondere in Fraktion 3 zusatzlich 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 &dhnliche Problematik auf, wie sie bereits im
vorherigen Abschnitt in Protokoll 2 beobachtet wurde: die Ionenstdrke des Extraktes war bei
der Probenauftragung punktuell zu hoch, sodass die Per a 3-Isoformen nicht vollstindig 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 unverdiinnter CE mit
Schabenpuffer B (20 mM TRIS/HCI, 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/HCI, 1 M NaCl, pH 7.5) bei einer Flussrate von 1 ml/Min. Das Eluat wurde in 5 ml-Fraktionen ge-
sammelt.
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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 Saule.

B) Kontrolle einzelner IEX-Fraktionen auf silbergefiarbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurde je 25 ul
der 1:2 mit DP versetzten Probe appliziert. Zunidchst wurden die Gele mit Coomassie gefarbt und im
Anschluss daran mit der sensitiveren Silberfairbung iiberfirbt. Um eine bessere Bandenzuordnung zu
ermoglichen, wurde die Crude-Extrakt Spur (CE) mit der Coomassie-Farbung 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 Grofteil auch an die Siule binden und eluierten in den Fraktionen 20 bis 24
bzw. 30 bis 32. Zusammen mit der 80 kDa-Per a 3-Isoform cluierte in Fraktion 24 in hohen Konzentrationen
Pera 9. Das in Protokoll 1 stérende 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 silbergefirbten 7.5%igen nativen Gelen (pH 8.8). Pro Spur
wurden 15 pl der 3:4 mit BPB versetzten Probe appliziert. Der CE wurde zuvor zusétzlich 1:10 mit
Schabenpuffer B verdiinnt. 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. Pera 9 in Fraktion 24 wies eine dhnliche Mobilitdt wie die UE g des Euryelma-
Markers auf.

Obwohl ein gewisser Anteil der Per a 3-Isoformen den Anionenaustauscher ungebunden passierte, wurde ein
Grofiteil 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. Fiir die anschlieBende GroBenausschlusschromatographie
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 hauptsdchlich 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 Sdulenchromatographien bekannt, war auch hier eine ausgepragte 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 groBen 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 iiber 200 mM NaCl und
enthielt eine Vielzahl an Proteinen. Von besonderem Interesse war dabei die Proteinbande
bei 88 kDa, die in der Himolymph-Aufreinigung aus Protokoll 1 immer mit der 73 kDa-
Per a 3-Isoform assoziiert aufgetreten war und auch im letzten Reinigungsschritt iiber die
GroBenausschlusschromatographie 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 benétigt wurde, verzichtet werden.
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Fiir 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 fiir die anschlieBende GroBenaus-
schlusschromatographie mit Schabenpuffer D umgepuffert und aufkonzentriert. Zur besseren
Nachvollziehbarkeit der Reinigung wurden diese Losungen auch weiterhin als Peak 2- und
Peak 3-Probe bezeichnet.

3.2.3.2 Grofienausschlusschromatographie (SEC)
Beide Peak-Proben wurden auf einer GroBenausschlusssdule (S-300; 26/60) mit Schaben-
puffer D chromatographiert. Das Elutionsprotokoll war bis auf ein unterschiedliches

Sammelfenster fiir die Probenfaktionierung identisch (s. Anhang, Abschnitt 8.8.6).

Die Peak 2-Probe cluierte mit zwei Peaks nach 129.5 ml und 182.7 ml Retentionsvolumen,
wobei der Hauptpeak zusitzlich eine Schulter (bei 210.7 ml) aufwies (Abb. 3-27). Da das
Zeitfenster fiir Fraktionierung nicht optimal gewihlt wurde, wurde der erste Peak manuell

gesammelt und als ,,I bezeichnet.
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Abb. 3-27: Grofienausschlusschromatographie der Peak 2-Probe nach Protokoll 3 mit 7.5%igen SDS-
Kontrollgel.

A) GroBlenausschlusschromatographie (S-300; 26/60) von Peak 2. Es wurden 2 ml der Peak 2-Losung auf
die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7.8) aufgetragen. Insgesamt
wurde die Sdule mit 646 ml Puffer gespiilt, im Elutionsprofil wurden die ersten 468 ml dargestellt; im
Anschluss daran, wurde keine Proteinelution mehr beobachtet. Die Probe cluierte 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 silbergefirbten 7.5%igen SDS-Gelen. Pro Spur wurden je
25 pl der 1:2 mit DP versetzten Proben appliziert. Als Fraktion ,,0° wurde die auf die SEC aufgegebene Peak 2-
Losung 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 iiber einen breiten Fraktionsbereich Per a 9 mit 39 kDa.

Fir die weitere Proteincharakterisierung wurden fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform die manuell gesammelte
Fraktion ,,I* und fiir Per a 9 die Fraktionen 7 bis 18 vereinigt und aufkonzentriert.
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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. Fiir die nachfolgenden Proteincharakterisierungen wurde fiir die 80 kDa-Per a 3-
Isoform die Fraktion ,,I* verwendet und aufkonzentriert und fiir Per a 9 die Fraktionen 7 bis

18 vereinigt und aufkonzentriert.

Fir die GroBenausschlusschromatographie der Peak 3-Probe wurde das Sammelfenster
gegeniiber 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: Grofienausschlusschromatographie der Peak 3-Losung nach Protokoll 3 mit 7.5%igem SDS-
Kontrollgel.

A) GroBenausschlusschromatographie (SEC; S-300; 26/60) von Peak 3. Es wurden 2 ml der Peak 3-
Losung auf die SEC mit Schabenpuffer D (100 mM TRIS/HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 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 90.7ml, 130.7ml und 178.7 ml
Retentionsvolumen von der SEC und wurden in 4 ml-Fraktionen gesammelt.

B) Kontrolle einzelner SEC-Fraktionen auf silbergefiarbtem 7.5%igen SDS-Gel. Pro Spur wurden je 25 pl
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.

Fiir 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 silbergefdarbten SDS-PAGE keine Proteinbande zugeordnet werden konnte
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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).

Fiir 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 frither von der SEC eluierte als die 73 kDa-Per a 3-Isoform. Somit
bestdtigten sich die Ergebnisse meiner Diplomarbeit (Isoformen aus der Himolymphe), dass
beide Per a 3-Isoformen auch im Crude-Extrakt einen dhnlichen Stokes-Radius aufwiesen,

wobei die 80 kDa-Per a 3-Isoform etwas groer 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) Pera9.

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

Alle drei Proben zeigten auf der SDS-PAGE zusiétzlich zu ihrer regulidren Proteinbande
(80 kDa, 73 kDa, 39 kDa) weitere niedermolekulare Banden, bei denen es sich um proteo-
lytisch gespaltene Fragmente handelte, die fiir die Per a 3-Isoformen (Abschnitt 3.3.2.1) und
fiir 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 Grofteil 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 dhnliche Mobilitit wie das 7-mere Hadmocyanin von Eurypelma californicum
(Eurypelma-Marker) bzw. des 6-meren Hdmocyanins von Palinurus elephas (Hc P.e,
Palinurus-Marker.). Per a 9 wies eine dhnliche 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-gefirbte 7.5%ige SDS-PAGE. Es wurden 2.1 pg der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 1.2 pg der
73 kDa-Per a 3-Isoform und 6.1 pg Per a 9 1:2 mit DP versetzt auf das Gel appliziert. Als Proteinstandard

wurde der BioRad-Marker verwendet.

In allen drei Proteinspuren waren zusétzlich zu den reguldren 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 erldutert.

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

B) Silbergefirbte 7.5%ige native PAGE (pH 8.8). Es wurden 0.25 pg der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 1.5 pg
der 73 kDa-Per a 3-Isoform und 6.1 pg 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 dhnlicher Mobilitit 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

bestétigten.

3.2.3.3 Fazit der Reinigung nach Protokoll 3

Trotz der hohen Ionenstirke des Crude-Extraktes gelang es, mit diesem Protokoll 3
zusitzlich 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

zusitzlich die Ausbeute aller drei isolierter Allergene verbessert werden.
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3.2.4 Fazit der Reinigungsprotokolle

Insgesamt wurden drei etwas unterschiedliche Reinigungsstrategien fiir die Isolierung von
Per a 9 und der Per a 3-Isoformen aus der Himolymphe und/oder Crude-Extrakt vorgestellt.
Dabei konnte festgehalten werden, dass priparative Per a 9-Mengen lediglich aus dem
Crude-Extrakt gewonnen wurden, wohingegen die Per a 3-Isoformen mit der hochsten
Ausbeute aus dem Hamolymph-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

Pera9

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 groBBe Vorteil des Crude-Extraktes lag in dessen schneller Gewinnung und Homogenitét
der Proben. Allerdings stellte sich fiir die Proteinreinigung die hohe Ionenstirke sowie der
Anteil an DNA und RNA im Extrakt als problematisch heraus. Aus diesem Grund wird
empfohlen fiir zukiinftige Aufreinigungen ausgehend von dem Crude-Extrakt folgenden

Punkte zu anzustreben:

1. Entsalzung des Crude-Extraktes, z.B. durch Dialyse, Verdiinnung 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-Fallung
oder durch Zugabe von DNAse bzw. RNAse. Dadurch konnte die Kapazitdt und

Langlebigkeit der Anionenaustauscher-Saule verbessert werden.
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3.3 Charakterisierung von Per a 3 — den allergenen Hexamerinen aus
Periplaneta americana

In dem Vergleich von Hamolymph- (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 konnte (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 Ubersicht iiber die verwendeten Begrifflichkeiten ist in der
Diskussion in Tabelle 4-3 dargestellt.

In Abschnitt 3.3.1 wird zunichst 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-
schlieBend werden diese Isoformen eindeutig identifiziert sowie biochemisch und auch
immunologisch genauer charakterisiert (Abschnitt 3.3.2). Im letzten Abschnitt (3.3.2.9)
werden fiir die sequenziell bekannten Per a 3-Isoformen Pera3.01 und Pera 3.0201
(theoretische) potentiell antigene Epitope vorgestellt, die iiber Algorithmen ermittelt wurden.
Deren Lage in der Quartdrstruktur 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 abschitzen zu konnen,
wurden zunéchst 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 Molekiilgestalt wurde iiber den
Vergleich der elektrophoretischen Eigenschaften auf der nativen PAGE sowie iiber 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) fiir 24 h zentrifugiert
(Abb. 3-30). Der Gleichgewichtszustand wurde durch Vergleich der Messungen nach 23 h
und 24 h tberpriift. 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 fiir 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
Uberpriifung fiir 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
Detektionswellenldnge in Abhingigkeit zum relativen Radius (x*-radius?) 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 Abhéngigkeit zum relativen Radius dargestellt. Fiir die 80
kDa-Per a 3 -Isoformen wurden die Messungen von Channel 2, fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform-CE die
Messungen von Channel 3 dargestellt. Die Standardabweichung (o) fiir den Fit war bei 80 kDa-Per a 3- HL
1.2157*%107 und die Varianz (c®) 1.4778*10™. Fir 80 kDa-Per a 3-CE war o= 1.6569%10” und o’
=2.7453*10* und fiir 73 kDa-Per a 3-CE war 6= 1.1230*10” und ° =1.2611*10*

Diese Analyse ergab fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL (80 kDa-Per a 3-HL-1)ein natives Molekular-
gewicht von 488 kDa, fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus dem CE (80 kDa-Per a 3-CE) eines von 471 kDa
und fiir 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 fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform (HL) sdmtliche Scans zweier
verwendeter Detektionswellenldngen (225 nm und 230 nm), fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform
(CE) samtliche Scans der Detektionswellenldnge 280 nm und fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform
(CE) simtliche Scans der Detektionswellenlinge 285 nm mit ein. Fiir eine bessere Ubersicht-
lichkeit wurden in Abb. 3-30 lediglich die 24 h-Werte der Absorptionsmessungen bei einer
Wellenldnge 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 fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der Himolymphe (,,80 kDa-
Per a 3-HL-1“ aus Protokoll 1) ein natives Molekulargewicht von 488 kDa und fiir 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. Fiir 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 ausgewihlt, 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.

800
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600 | 1p5 485 427 —— 465 444 —
£6  +50 +25 +47
500 —I-

natives Molekulargewicht [kDa]

400
300
200
100
HL-D HL-1 CE HL-D CE
80 kDa-Isoform 73 kDa-Isoform

Abb. 3-31: Mittleres natives Molekulargewicht der nativen 80 kDa- und 73-kDa-Per a 3-Isoformen,
isoliert aus Himolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Beriicksichtigung von deren Standard-
abweichung.

Bei der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL wurde zusétzlich 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 Féllen die Abweichung des in einer parallelen
Messung bestimmten Molekulargewichts mit dem Molekulargewicht aus der Sequenz vom

Hamocyanin aus Panulirus elephas verwendet [148].

Dieser Vergleich zeigte, dass die Molekulargewichte der 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der
Hamolymphe (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 zusitzlich 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.

Fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform konnte zwischen der Isolation aus der Himolymphe (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 beriicksichtigt. 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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80 kDa-Isoform 73 kDa-Isoform

Abb. 3-32: Mittleres Molekulargewicht der denaturierten 80 kDa- und 73-kDa-Per a 3-Isoformen,
isoliert aus Héimolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Standardabweichung.
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Unter Berticksichtigung der Standardabweichungen konnte kein deutlicher Einfluss der
Extrakte auf das Molekulargewicht der jeweiligen Isoform festgestellt werden (Abb. 3-32).
Um eine groBere Stichprobe (n) zu erhalten, wurden unabhingig vom Extrakt die

Molekulargewichte der Isoformen gemittelt.

Dadurch konnte fiir 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 bestdtigten 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 unabhingig von der Extraktgewinnung in ihrer nativen

hexameren Oligomerisierung vorlagen.

3.3.1.2 Molekiilgestalt

Ob die Extraktgewinnung einen Einfluss auf den Stokes-Radius und/oder die Oberflachen-
ladungen hatte, wurde iiber die elektrophoretische Beweglichkeit in der nativen PAGE (Abb.
3-33) und iiber 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 pg 80 kDa-HL und 0.55pug 73 kDa-HL zuvor 2:3 mit BPB verdiinnt auf das Gel appliziert. Die
Crude-Extrakt-Proben wurden 3:4 mit BPB verdiinnt und 0.25 pg 80 kDa-CE und 1.5 pg 73 kDa-CE auf das
Gel appliziert. Als Proteinstandard wurde der Eurypelma-Marker verwendet. Die Proteindetektion erfolgte mit
der Silberfarbung 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 lieB3 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-Himocyanins. Das unverdnderte elektrophoretische Laufverhalten beider
Isoformen bestdtigte 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 ausschlieBen zu konnen, dass dieses Ergebnis durch die Polyacrylamid-Matrix
beeinflusst war, wurden die Per a 3-Proteine -frei in Ldsung vorliegend- ebenfalls im
Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge iiberpriift. Fiir 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 Berlicksichtigung der
jeweiligen Standardabweichung dargestellt. Fiir die 80 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL war
ebenso wie fiir die 73 kDa-Per a 3-Isoform aus der HL die Stichprobe (n) jeweils 3. Fiir 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.
25,0
19.2 191
174 174
200 | 00 *04 £07 £1.0 ——
& 15,0 +
g
S 10,0 |
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0,0
HL-1 CE HL-1 CE
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Abb. 3-34: Mittlere korrigierte Sedimentationskoeffizienten (S;w) der 80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-
Isoformen, isoliert aus Himolymphe (HL) und Crude-Extrakt (CE) unter Beriicksichtigung der
jeweiligen Standardabweichung.

Diese Ergebnisse bestitigten, 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 (Syow) und fiir die
73 kDa-Per a 3-Isoform mit 17 S (Szo,w) bestimmt.

Somit wurde zusitzlich die Beobachtung aus der GroBenausschlusschromatographie
(Abschnitt 3.2.3.2) bestdtigt, demnach die 80 kDa-Per a 3-Isform einen groferen 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 dhnliche bis unverdnderte
Molekulargewichte, Proteinladungen und Stokes-Radien wie die Per a 3-Isoformen aus der
Hiamolymphe. Somit hatten das Mazerieren und die dabei auftretenden Scherkrifte 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 Ubersicht iiber

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 ankniipfend weitere Charakterisierungen durch-
zufiihren. Neben der Bestimmung der isoelektrischen Punkte, wurden die Per a 3-Proteine
u.a. auf Phenoloxidase-Aktivitit getestet und Kreuzreaktionen zwischen den Isoformen in
nativer und denaturierter Form analysiert. Fiir Allergene ein wichtiges Kriterium ist u.a. die
Proteinstabilitdt. Hierzu wurde bei den Per a 3-Allergenen die Ausbildung von Disulfid-
briicken iiberpriift sowie die Stabilitdt gegeniiber chaotropen Reagenzien betrachtet. In
Anlehnung an den lysosomalen Abbauweg in antigenpridsentierenden Zellen (APC) wurde

zusétzlich die Stabilitit gegeniiber 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 || Gz
- (_, Institut fiir Immunologie, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz)
durchgefiihrt. Ziel war die Zuordnung der isolierten Per a 3-Proteine zu den sequenziell
bekannten Klonen Per a 3.01 und Per a 3.0201.

Dafiir wurden die isolierten Per a 3-Isoformen (80 kDa- und 73 kDa-Per a 3-Isoform)
zunichst auf einer SDS-PAGE iiberpriift. Die anschlieBend 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-gefirbte 7.5%ige SDS-PAGE der 80 kDa-Per a 3-Isoform, isoliert nach Protokoll 3 aus dem
Crude-Extrakt. Es wurden 2.1 pg der 80 kDa-Per a 3-Isoform auf das Gel appliziert.

B) Silbergefiarbte 7.5%ige SDS-PAGE der 80 kDa-Per a 3-Isoform, 2003 isoliert aus der Hamolymphe
(Diplomarbeit). Es wurden 1.4 pg 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 pg der 73 kDa-Per a 3-Isoform auf das Gel appliziert.

Die schwarz ausgefiillten Pfeile markierten die Proben, deren massenspektrometrisches Ergebnis im
Alignment (Abb. 3-36) dargestellt wurde. Das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der iibrigen
vier mit wei3-ausgefiillten 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 zusitzlich zur reguldren Hauptbande (mit schwarz ausgefiillten Pfeilen markiert)
weitere Proteinbanden (mit weill ausgefiillten Pfeilen markiert) aufwiesen (Abb. 3-35). Diese
zusitzlichen 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 fiir 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 eingefiigten
Peptidfragmenten von Per a 3.03 dargestellt. Fiir 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 tiibereinstimmte. Die Sequenzen waren zwar &dhnlich, jedoch nicht identisch
(Abb. 3-36). Daher musste davon ausgegangen werden, dass es sich bei der isolierten Isoform
nicht wie urspriinglich 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 Pera 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 konnte auf ein Hexamer zuriickgefiihrt 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 Ubersicht 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 geklart werden konnte, betraf die mit
den weillen Pfeilen markieren Proteinbanden, die zum Teil bei ldngerer Lagerungszeit der
isolierten Proben stdrker 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 iiber 250 kDa auf der SDS-PAGE wurde in der P II-Probe ebenfalls
eindeutig als P II identifiziert. Die zugehorigen 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 Pera 3-

Proteinen assoziierten Proteinbanden um Verunreinigungen handelte.

3.3.2.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)
Ziel der isoelektrischen Fokussierung war bei der sequenziell nicht vollstindig 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 Verdiinnungen auf das SERVA-
PRECOTES Gel (pH 3-10) aufgetragen und tiber 2400 Vh fokussiert. Beide Per a 3-
Isoformen stammten aus der Hamolymphe und wurden nach Protokoll 1 isoliert. Die
Hiamolymphe stammte aus der ersten Charge. Die Proteindetektion erfolgte anschlieBend mit
der SERVA Violet 17-Farbung.

Die isoelektrische Fokussierung lieferte fiir Per a 3.03 eine Bande einen isoelektrischen
Punkt (pHi) von ca. 5.8 (Abb. 3-37). Die in Spur 7 zusitzlich zu beobachtende Doppelbande
wurde auf P II zurlickgefiihrt, welches bei der Entfernung des Applikatorstreifens in die
Nachbarspur {ibergetreten sein musste. Insgesamt wurde liber 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 Himolymphprobe war offenbar zu gering konzentriert,

um Proteinbanden mit dieser Farbung 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 Verdiinnungen auf das SERVA PRECOTES Gel (pH 3-10) appliziert.
Von links nach rechts (1 bis 7): 2 ug P II, 2 pg Per a 3.03, 5 pl Marker, 7.5 ug HL, 5 pl Marker, 5 pg P 11,
5 ng Per a 3.03. Als Standard wurde der ,,SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10“ verwendet. Die
Proteindetektion erfolgte mit der ,,SERVA Violet 17“-Farbung. 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 Himolymphprobe war fiir 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). Fiir 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 ndher bestimmte Nebenbanden detektiert [296]. Unter
Beriicksichtigung 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 Aminosduren, 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 zuriickgefiihrt 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 kldren blieb jedoch weiterhin, wie genau das heterogene
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Gemisch zusammengesetzt war. Dieser Aspekt wird unter Zusammenfiihrung einzelner

Ergebnisse in der Diskussion ausfiihrlicher aufgegriffen (Abschnitt 4.1.3).

3.3.2.3 Disulfidverbriickung

Bei den meisten groBen Hdmolymph-Proteinen von Insekten sind nach Telfer et al. (1983)
owohl inter- als auch intramolekulare Disulfidbriicken hochst ungewohnlich [146]. Dem
gegeniiber steht, dass Disulfidbriicken 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 Tertidr- und/oder in der Quartdrstruktur intramolekulare (innerhalb der Untereinheiten)
bzw. intermolekulare (zwischen den Untereinheiten) Disulfidbriicken ausbildeten werden.
Bekannt war, dass in der Sequenz von Per a 3.01 drei Cysteine und bei Pera 3.0201 vier

Cysteine vorhanden waren. Wie viel Cysteine in Per a 3.03 vorhanden waren, war unbekannt.

Fiir diese Analyse wurden die Proteine mit und ohne B-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 Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten auf
dem Gel hochmolekulare Aggregate zu erwarten, wohingegen bei der Ausbildung intra-
molekularer Disulfidbriicken zwei gegenteilige Effekte zu beriicksichtigen waren: zum einen
wire die Mobilitdt erhoht, da das nicht vollstdndig entfaltete Protein einen kleineren hydro-
dynamischen Radius hitte und zum anderen konnte sich im Verhéltnis zum Molekular-
gewicht weniger SDS anlagern, sodass die Mobilitit verringert wére [298]. Somit hing der zu
beobachtende Effekt bei intramolekularen Disulfidbriicken 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 B-Mercaptoethanol kein
signifikanter Unterschied festgestellt (Abb. 3-38). Die beobachtete Verschiebung der
Proteinhauptbande bei 80 kDa in Gegenwart von -Mercaptoethanol zu 78 kDa ohne Zugabe
des Redoxmittels lag innerhalb der Standardabweichung des fiir 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 auffélliger Unterschied des Bandenmusters festgestellt
werden (Abb. 3-38). Die auffilligste Verdnderung betraf die 66 kDa-Bande in Gegenwart
von B-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
dafiir eine um 2 kDa in den leichteren Molekulargewichtsbereich verschobene Proteinbande
und lag somit auBBerhalb 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
Disulfidverbriickung zu unterscheiden. Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten waren

bei keiner dieser Isoformen ausgebildet.
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Abb. 3-38: Laufverhalten der isolierten Proteine mit (+) und ohne (-) p-Mercaptoethanol auf einer
7.5%ige SDS-PAGE.

Es wurden je 4.0 pg Per a 3.03 und 12.6 pg P II auf das Gel mit (+) und ohne (-) B-Mercaptoethanol als
Redoxmittel auf das Gel appliziert. Als Positivkontrolle diente 7.1 pg Hamocyanin von Astacus astacus (He
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 Verdnderung des Bandenmusters mit und ohne B-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 Disuldifbriicken ausgebildet. In der P
II-Probe waren dagegen zwei in ihrer intramolekularen Disulfidverbriickung unterschiedlichen Per a 3-
Isoformen vorhanden, die beide jedoch keine Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten ausbildeten.

Zusitzlich wurde als Kontrolle der Experimente das Laufverhalten des Hidmocyanins von
Astacus astacus untersucht (Abb. 3-38). Von diesem war bekannt, dass Untereinheiten iiber
intermolekulare Disulfidbriicken miteinander verbriickt sind [299]. In Gegenwart von -
Mercaptoethanol waren in der Probe zwei Proteinbanden mit 79 kDa und 72 kDa vorhanden
(Abb. 3-38). Ohne Zugabe des Redoxmittels war eine deutliche Verdnderung des Banden-
musters zu erkennen. An Stelle der 72 kDa-Bande traten zwei Proteinbanden bei 69 kDa und
65 kDa, sowie eine hochmolekulare Bande aul3erhalb des Markerbereichs bei iiber 250 kDa.
Diese letztere hochmolekulare Proteinbande zeigte deutlich die Ausbildung der intermoleku-
laren Disulfidbriicke im Hamocyanin an. Die Aufteilung der 72 kDa-Proteinbande in die
69 kDa- und 65 kDa-Bande konnte auf unterschiedliche Untereinheiten mit verschieden
ausgebildeten intramolekularen Disulfidbriicken zurlickzufiihren sein (Abb. 3-38). Eine

nihere Analyse war nicht Bestandteil dieser Arbeit.
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Zusammentfassend belegen diese Experimente eindeutig, dass in keiner der Per a 3-Isoformen
zwischen den Untereinheiten intermolekularen Disulfidbriicken ausgebildet werden. Eine
Ausbildung intramolekularer Disulfidbriicken war dagegen insbesondere fiir P II durchaus
moglich. Eindeutig war, dass in der P II-Probe eine deutliche Bandenverschiebung zu
beobachten war, die die Beobachtung stiitzte, dass in P II verschiedene Isoformen vorhanden
waren, die sich in der Ausbildung ihrer intramolekularen Disulfidbriicken unterschieden.
Basierend auf der Anzahl der Cysteine wire in Per a 3.01 maximal eine Disulfidbriicke und
bei Per a 3.0201 maximal zwei Disulfidbriicken moéglich. In wieweit diese Briicken im
nativen Protein tatsdchlich ausgebildet werden, konnte mit diesem Experimentaufbau nicht

geklart werden.

Unter Beriicksichtigung 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 rdumlicher Ndhe zu
liegen kommen, um eine intramolekulare Disulfidbriicke ausbilden zu konnen. Die Position
der Cysteine im Homologie-Modell bestitigte aulerdem, dass zwischen den Untereinheiten

keine Disulfidbriicken (intermolekular) ausgebildet werden konnen.

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-
briicken eindeutig nachzuweisen zu konnen. Um diese Fragestellung genauer zu klaren, wire
es sinnvoll z.B. liber Modifizierungen mit lodoacetamid die genauer Anzahl der Sulthydryl-

gruppen in den Per a 3-Proteinen zu tiberpriifen [300].

3.3.2.4 Phenoloxidase-Aktivitiit

Bei der Untersuchung der Phenoloxidase-Aktivitit der Hamolymph- und Crude-Extrakte
wurde in beiden eine eindeutige Diphenoloxidase-Aktivitdt festgestellt (Abschnitt 3.1.1.6),
die im Crude-Extrakt jedoch nur nach gelchromatographischen Trennungen nachgewiesen
werden konnte. Hierbei zeigte sich, dass diese Diphenoloxidase-Aktivitit im Elutionsbereich

der Per a 3-Proteine im Anionenaustauscher vorhanden war (Abb. 3-9).

Um zu iiberpriifen, 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-Aktivitdt 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 Abschitzung der Autooxidation des Dopamins dienten als Negativ-

kontrollen Schabenpuffer B und Phosphatpuffer A.
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Abb. 3-39: Diphenol- und Monophenoloxidase-Aktivitit (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 Fahigkeit getestet, Dopamin bzw. Tyramin umzusetzen. Als Positivkontrolle wurde die
Tyrosinase von Agaricus bisporus in zwei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Um die
Autooxidation des Dopamins abschétzen zu kdnnen, wurden Schabenpuffer B und Phosphatpuffer A als
Negativkontrollen verwendet. Fiir diesen Schnelltest wurden die aufgetragenen Proteinmengen nicht normiert,
sondern folgende Proteinmengen unverdiinnt eingesetzt: 0.5 pg Per a 3.03 (Protokoll 3, in Schabenpuffer D),
1.0 pg Per a 3.03-D (Diplomarbeit, 2. Reinigung in Schabenpuffer C), 1.8 pg Per a 3.03-D (Diplomarbeit,
1. Reinigung in Phosphatpuffer A), 2.9 pg P II (Protokoll 3, Schabenpuffer D), 8.3 pg P 1I-D (Diplomarbeit, 2.
Reinigung, Schabenpuffer C), 0.3 ug bzw. 3 ug Tyrosinase (Phosphatpuffer A).

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

Wie bereits bei den Aktivitidtsuntersuchungen der Extrakte festgestellt, wurde auch in den
isolierten Per a 3-Proteinen keine Monophenoloxidase-Aktivitdt beobachtet (Abb. 3-39).
Allerdings konnte jedoch in Abhéngigkeit zum Reinigungsprotokoll eine schwache
Diphenoloxidase-Aktivitdt in den Per a 3-Proben nachgewiesen werden, die durch die
Zugabe von SDS nicht wesentlich beeinflusst war (Abb. 3-39). Die stirkste Aktivitit war
interessanter Weise in der Per a 3.03 Probe aus Protokoll 3 vorhanden, bei der gegentiber den
anderen Per a 3-Proben eine viel geringere Proteinmenge aufgetragen wurde. P I aus dem

gleichen Reinigungsprotokoll wies keine signifikante Aktivitét auf (Abb. 3-39).

Seite 121



3 Ergebnisse: Per a 3

Um zu {iberpriifen 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 fiir Proteine mit Typ III-Kupferzentren, zu denen Phenoloxidasen und
Hidmocyanine zdhlen, 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 Berticksichtigung der Phenoloxidase-Aktivititsexperimente 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
berticksichtigt werden. Fiir 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 fiir einen besseren Vergleich auf 1 mg/ml normiert. Die
Absorption wurde zusdtzlich 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 Wellenldnge musste
auf einen gebundenen Cofaktor zurlickzufilhren 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-Aktivitit bestand nicht.
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Neben der Absorption der aromatischen Aminoséduren bei 280 nm konnten in drei der sechs
Proben eine zusitzliche 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 zusitzlich
mit einer kleineren Skalierung dargestellt (Abb. 3-40 rechts). Die bei 340 nm absorbierenden
Proben zeigten ebenfalls eine auffillig hohere Absorption bei 250 nm als die iibrigen Per a 3-
Proben. Daher musste davon ausgegangen werden, dass zumindest ein Teil dieser Absorption
auf eine stdrkere Streuung in diesen Proben zuriickgefiihrt werden musste. Eine Assoziation
zwischen den Proben mit Absorption bei 340 nm und Proben mit Diphenoloxidase-Aktivitit
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 hochste
Aktivitdt 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
fiir die beobachtete Absorption konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklirt werden.

Somit war die beobachtete Diphenoloxidase-Aktivitidt mit Sicherheit nicht auf die Per a 3-
Isoformen zuriickzufiihren. Bei Arthropoden ist bekannt, dass Phenoloxidasen als Hexamere
vorkommen und den Hdmocyaninen und Hexamerinen sehr dhnlich 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 Sequenzidentitit bei
Peptidabschnitten die aus mindestens 80 Aminosduren (AS) bestehen als wahrscheinlich
einzustufen [302, 303]. Da von Pera3.03 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 {iber Sequenzvergleiche nicht sinnvoll. Allerdings ermdglichte
die Isolation ausreichend groBer Mengen der Per a 3.03-Isoform aus der Hdmolymphe
(Protokoll 1) in dieser Arbeit die Gewinnung polyklonaler Antikdrper 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 Institutsbestinden vorhanden (Abschnitt 2.12).

Ziel der nachfolgenden Experimente war es, die Antikorperbindung 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. Aulerdem
zielten diese Versuche darauf ab die Probenzusammensetzungen der isolierten Per a 3-

Proteine zu liberpriifen und Kreuzreaktionen der Antikdrper mit anderen Proteinen zu testen.
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Aufgrund der aufwindigen Reinigungsprozeduren stellten die isolierten Per a 3-Isoformen in
dieser Arbeit generell einen limitierenden Faktor dar, sodass der Grofteil der nachfolgenden
Experimente an unbehandelten Himolymph-Proben durchgefiihrt wurde, in denen, wie zuvor
erlautert, die Per a 3-Isoformen den Proteinhauptanteil darstellten. Da zudem in Abhangigkeit
zur Schabencharge starke Konzentrationsunterschiede insbesondere bei Per a 3.03 auftraten,
wurde fiir diese Experimente sowohl die Himolymphe aus der ersten Charge (HL-1) als auch
die Hamolymphe aus der zweiten Charge (HL-2) verwendet (Abschnitt 3.1.2, Abb. 3-41).

Fiir die Charakterisierung der AK-Bindung an lineare Epitope wurden auf einer 10%igen
SDS-PAGE denaturierte HL-Proben beider Chargen aufgetrennt, anschlieBend im Western-
Blot-Verfahren geblottet und die Proteine mit anti-Per a 3.03- bzw. anti-P I[I-AK als Primér-
antikorper detektiert. Zusétzlich wurde ein identisch beladenes Referenzgel mit Coomassie
gefirbt (Abb. 3-41).
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Abb. 3-41: Bindung zweier anti-Per a 3-Antikoérper an denaturierte, geblottete HL-Proben beider
Chargen.

Es wurden je 1 pg HL-1 und 14 pg HL-2 auf identisch beladene 10%ige SDS Gele appliziert. Als Protein-
standard wurde der BioRad-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie angefarbt und die
iibrigen Proben im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Primirantikorper wurde 1:100000 verdiinnter anti-
Per a 3.03-AK bzw. anti-P [I-AK verwendet, der Sekundérantikorper wurde 1:1000 verdiinnt.

Das Referenzgel spiegelte eindeutig den unterschiedlichen Per a 3.03-Gehalt in den beiden HL-Chargen wider,
wobei Pera 3.03 auch noch in diesen geringen Konzentrationen vom anti-Per a 3.03-AK erkannt wurde.
Deutlich schwécher 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 Il sowie weitere Proteinbanden héheren und
niedrigeren Molekulargewichts, jedoch nur duB8erst 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 auflerordentlich hohen Anteil dargstellten,

wobel 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 bestitigte die deutliche Banden-
farbung die hohe Nachweisempfindlichkeit des Blot-Systems bei Verwendung der indirekten
Antikorpermarkierung. Sehr viel schwécher, jedoch gut nachweisbar, erkannte der Anti-
korper ebenfalls lineare Epitope auf der P II-Isoform (73 kDa). Zusétzlich 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 Pera3.03. Lediglich in der HL-1-Probe -mit hoher Pera 3.03-
Konzentration- konnte eine schwache Bandenfirbung beobachtet werden. Stattdessen
erkannte der Antikorper in auffilliger Weise hochmolekulare Proteinbanden, sowie
zusitzliche niedermolekulare Banden (Abb. 3-41). Bei den hochmolekularen Banden von
iiber 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 tatsidchliche Kreuzreaktionen handelte oder aber um Artefakte, die auf
eine nicht vollstindig gereinigte zur Immunisierung verwendete P II-Probe zuriickgefiihrt
werden mussten oder aber um weitere P II-Aggregate bzw. Bruchstiicke, konnte nicht

abschlieBend geklart werden.

Um zu tiberpriifen, ob diese beiden Antikorper ein dhnliches 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 Prézipitations-

verhalten der nativen Proben in der 2D-Immungelelektrophorese untersucht (Abb. 3-43).

Western-Blot

Fiir die Untersuchung der Kreuzreaktivitdten nativer Proben mit den anti-Per a 3-Antikorpern
wurden HL-Proben beider Chargen auf 7.5%igen nativen Gelen aufgetrennt und
anschliefend im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Referenz diente andissoziiertes
Hamocyanin aus Astacus astacus (Astacus-Marker). Als Primérantikorper wurden wie im
vorherigen Western-Blot anti-Per a 3.03-AK und anti-P I[I-AK verwendet. Das Referenzgel
wurde mit Coomassie gefarbt und spiegelte erneut den hohen Anteil der hexameren Per a 3-

Proteine in der Himolymphe wider (Abb. 3-42, mit Pfeil gekennzeichnet).

Seite 125



3 Ergebnisse: Per a 3

- . .
2 2 - & 2 -
o]
i 1 1 S 1 1 o 1 1
< i R R
= T = > = = > T =
12-mer ) - | ST |
4-mer ! =t g ber a 3.03 — 4 o |
6-mer et
UE .
4
Coomassie anti-Per a 3.03-AK anti-P II-AK

Abb. 3-42: Bindung zweier anti-Per a 3-Antikorper an native, geblottete HL-Proben beider Chargen.

Es wurden 1pg HL-1 und 14 pg HL-2 zuvor 3:4 mit BPB verdiinnt und auf identisch beladene 7.5%ige native
Gele appliziert. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie
angefirbt und die iibrigen beiden im Western-Blot-Verfahren geblottet. Primdr- und Sekundéirantikorper
wurden wie zuvor bei den SDS-Gelen eingesetzt.

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

Auch bei den nativ geblotteten Proben zeigten die Per a 3-AK dhnliche Kreuzreaktivititen:
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 duBlerst schwache Erkennung
von Per a 3.03 liel den Riickschluss zu, dass nur sehr wenige kreuzreaktive Epitope bzw. nur
sehr wenige kreuzreaktive Antikdrper im anti-P [I-Serum vorhanden waren. Zusétzlich
erkannte der Antikdrper weitere HL-Proteine, die in Abb. 3-42 mit * gekennzeichnet wurden.
Diese Banden zeigten eine dhnliche Mobilitdt wie das 12-mer des Referenzhdmocyanins
(4stacus-Marker). Da auf SDS-Gelen beobachtet wurde, dass die P II-Probe aggregierte,
bestand die Mdglichkeit, dass diese Bande P [I-Aggregate darstellte, oder dass es sich um ein
anderes natives Protein handelte, dessen denaturierte Untereinheiten wahrscheinlich ebenfalls
zuvor im Western-Blot vom anti-P [I-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 kdnnte, wurden diese Banden nicht

naher identifiziert.

Eine Kreuzreaktion zwischen Per a 3-Antikérpern und partiell dissoziiertem Hamocyanin von

Astacus astacus konnte nicht beobachtet werden (Abb. 3-42). Auch Kreuzreaktionen mit
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denaturierten Hdmocyaninen 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 weiterfilhrenden Experimenten weitere
Hamocyanine und soweit verfiigbar auch Hexamerine auf Kreuzreaktionen mit Per a 3

getestet werden.

2D-Immungelelektrophorese

Das Ziel dieser Versuche lag im Wesentlichen darin, die Ergebnisse der Antikdrperbindung
an native Proben mit Hilfe der 2D-Immungelelektrophorese zu bestitigen. Der Vorteil der
2D-Immungelelektrophorese gegeniiber dem Western-Blot nativer Proben lag zum einen in
der weitmaschigen Agarosematrix, bei der die Wahrscheinlichkeit fiir 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 mdglicher Einfluss insbesondere auf Konformationsepitope weitestgehend

ausgeschlossen werden konnte.

Interessanter Weise liel 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 Prizipitationspeaks
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 Prizipitationspeaks auf. Analog zum Immungel 1 entsprach Peak 3
der Prézipitation mit Per a 3.03 und Peak 4 mit P II. Das Verhiltnis 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 hoher war als in
der HL-2.

Seite 127



3 Ergebnisse: Per a 3

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

HL-1 , 3

2 ST 4
4 X
HL-2 5 1
i f\ b\
\x’,\.t NA
) — ) —

Abb. 3-43: 2D-Immungelelektrophorese von HL-1 und HL-2 mit beiden anti-Per a 3-Antikorpern.

Die Immungele wurden wie folgt beladen 1) 6 png HL-1, 60 pl anti-Per a 3.03-AK 2) 3 pg HL-2, 50 pl anti-
Per a 3.03-AK 3) 1 pg HL-1, 30 pl anti-P [I-AK 4) 3 pg HL-2, 50 pl anti-P 1I-AK.

Mit dem anti-Per a 3.03-AK waren in den HL-Proben beider Chargen vier Prézipitationspeaks zu erkennen,
von denen zwei deutlich ausgeprigt waren. Peak 3 war dabei wahrscheinlich Per a 3.03 und Peak 4 P II
zuzuordnen. Die unterschiedliche Hohe 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 Prézipitationspeaks zu beobachten von den Peak 2 Per a 3.03 und Peak 3 P II
zugeordnet wurde. Die HL-2 prézipitierte mit dem anti-P II-AK in mindestens fiinf 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
Hiamolymphe beider Chargen vier Proteinbanden erkannt (Abb. 3-42) Auf dem entsprechen-
den Immungel 3 waren jedoch lediglich drei Prézipitationspeaks und auf Immungel 4 fiinf
Prazipitationspeaks zu beobachten. Aufgrund eines anderen Antigen-Antikorper-Verhélt-
nisses, konnten Peak 1 bis 3 aus Immungel 4 im Immungel 3 nicht unterschieden werden
und wurden dort nur als ein Peak (Peak 1) aufgelost. Dieser Peak konnte 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 Pera 3.03, welches schwach vom anti-P [I-AK erkannt wurde. Peak 3
(Immungel 3) wurde auf die Prazipitation des Antikorpers mit P II zuriickgefiihrt. 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 Antikorper bekannt war, wurden die isolierten

Per a 3-Proteine mittels 2D-Immungelektropherese néher analysiert (Abb. 3-44).

Bei Per a 3.03 war von Interesse, ob die Antikdrper-Bindung der Western-Blot-Experimente
auch auf die 2D-Immungelelektrophorese iibertragbar waren. Bei P II lag der Fokus auf einer

moglichen 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 Prizipitationspeaks aus (Abb. 3-44). Ein deutlich blau gefarbter, bei
dem es sich um Per a 3.03 handelte und mindestens ein weiterer sehr schwach gefarbter

zweiter Peak, der jedoch nicht mit Sicherheit zugeordnet werden konnte (Abb. 3-44).

anti-Per a 3.03-AK anti-P II-AK
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Abb. 3-44: 2D-Immungelektrophorese der isolierten Per a 3-Isoformen mit beiden anti-Per a 3-
Antikorpern.

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

Die isolierte Per a 3.03-Isoform zeigte zusammen mit dem anti-Per a 3.03-AK den erwarteten Prézipitations-
peak. Zusétzlich war noch mindestens ein weiterer schwach angefdrbter Peak zu erkennen, der nicht
zugeordnet werden konnte. Im Widerspruch zu den Western-Blot Experimenten stand die deutliche
Prazipitation des anti-P II-AK mit Pera 3.03. Das isolierte P II prézipitierte zusammen mit dem anti-
Per a3.03-AK in zwei Proteinpeaks, bei denen es sich moglicherweise 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 Prézipitation
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 konnte. 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 Prazipitation der Per a 3.03-Isoform mit dem anti-P II-Antikorper
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 duBlerst geringen Anteilen Epitope auf
Per a 3.03 erkannt hatte. Eine Verunreinigung dieser Per a 3.03-Probe mit P II konnte bei
Uberpriifung auf einer SDS-PAGE zuvor ausgeschlossen werden [148]. Da dieser
Prézipitationspeak auch bei Wiederholung des Experimentes reproduzierbar war, konnte
ebenfall ein Artefakt ausgeschlossen werden. Vielmehr muss diese Beobachtung darauf
zuriickgefiihrt werden, dass beim Western-Blot nativer Proben auf eine Nitrocellulose-
Membran offensichtlich Verdnderungen der Proteinoberfliche 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 hauptsdchlich 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 prizipitierte die P II-Probe mit dem anti-Per a 3.03-AK in zwei sehr unter-
schiedlich hohen Peaks. Eine Prizipitation durch eine Verunreinigung mit Per a 3.03 wurden
jedoch aufgrund der Kontrollgele (Abb. 3-21) ausgeschlossen. Unter Beriicksichtigung, dass
sich P II aus zwei Isoformen zusammensetzte, konnte diese Prazipitation 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 I[I-AK
ebenfalls zwei nicht gut separierte Prézipitationspeaks 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 zusdtzlich 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 fiir die nativen Per a 3-Proteine etwas differierende Ergebnisse.
Diese mussten entweder auf eine signifikant hohere Sensitivitidt der 2D Immungelelektro-
phorese zuriickgefiihrt werden, oder darauf, dass der Transfer und die Adsorption nativer
Proteine an eine Nitrocellulose-Membran zum Verlust von Konformationsepitopen fiihrte,

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 folgendermaflen zusammengefasst werden
(Tabelle 3-4):

Per a 3.03 PII
denaturiert nativ denaturiert nativ
anti-Per a 3.03-AK +++ -+ ++ ++
anti-P II-AK + + +++ -+

Tabelle 3-4: Ubersicht iiber 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 (+++) iiber gering (+) bis gar
nicht (-).

3.3.2.7 Untersuchungen zur Stabilitiit von isoliertem P Il und Héimolymphe aus
Periplaneta americana

Die Stirke der Immunantwort hiangt 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 fiir
die IgE-Bindung eine wichtige Rolle [304, 305]. Somit ist eine intakte dreidimensionale
Proteinstruktur und damit die Stabilitdt der Proteine fiir die Immunantwort von enormer
Bedeutung [306]. Da aus den vorherigen Untersuchungen bekannt war, dass die Unter-
einheiten der Per a 3-Isoformen nicht iber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind,
wurde mittels chaotropen Reagenzien versucht, die hexameren Per a 3-Isoformen in ihre
Untereinheiten zu zerlegen. In weiteren Experimenten wurde die Stabilitdt der Allergene im
Hinblick auf die Antigenprisentation verfolgt. Hierfiir wurde zunéchst die Proteinstabilitét in
einem Modellsystem gegeniiber dem pH-Bereich der endosomal/lysosomalen Komparti-

menten untersucht.

Stabilitiit gegeniiber chaotropen Reagenzien

Eine besondere Eigenschaft der Per a 3-Proteine ist deren hohe Stabilitdt. Friihere
Experimente hatten ergeben, dass die Per a 3-Proteine nicht wie die Hexamerine und auch
nicht wie die verwandten Hamocyanine 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 Stabilitdt der Per a 3-Proteine gegeniiber 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 storen die
geordnete Wasserstruktur und vermindern dadurch die fiir Proteine wichtigen hydrophoben

Krifte. Fiir diese Stabilitdtsuntersuchungen wurden unterschiedliche Puffersysteme mit
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Harnstoff bzw. Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCI) in unterschiedlichsten Versuchen getestet,

die im Folgenden am Beispiel dreier verschiedener Ansitze vorgestellt werden:

Im ersten Ansatz wurde die Stabilitdt der gereinigten P II-Isoform (aus Protokoll 3) gegen-
iiber Dissoziationspuffer B (50 mM Glycin, 5 mM EDTA, 2.5 M Harnstoff, pH 9.6)

untersucht. Die nichsten Ansdtze wurden hauptsdchlich aufgrund der limitierten Protein-

menge der gereinigten Isoformen an der Hamolymphe (HL-2) durchgefiihrt. Fiir den zweiten
Ansatz wurde ein alkalischeres Puffermilieu sowie Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCI) als
chaotropes Reagenz gewihlt (Dissoziationspuffer C: 50 mM Glycin, 20 mM EDTA, 2 M
GdnHCI, pH 10.5) und zusétzlich der Einfluss der Hadmolymph-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 anschlieBend auf einen

priaparativen HL-Ansatz tibertragen.

Auf diesen Experimenten aufbauend wurde in Kooperation mit der |||l (Hautklinik
des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) von _ in ihrer
Diplomarbeit der Einfluss der hexameren Oligomerisierung der Per a 3-Isoformen auf deren

Immunogenitit und Allergenitit im Vergleich zum Dissoziat analysiert [19, 273].

Stabilitéit von P II gegeniiber Dissoziationspuffer B

Fiir die Untersuchung der Stabilitit von P II in Gegenwart von Harnstoff konnte auf eine

Untersuchungsreihe meiner Diplomarbeit zuriickgegriffen werden (Abb. 3-45) [148].

Hierbei wurde die Stabilitdt in Abhéngigkeit 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 | 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: Uberpriifung von P II nach 1 h und 24 h Inkubation in Gegenwart von 0-5 M Harnstoff in
Dissoziationspuffer A.

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

Ab 1 M Harnstoff wurden zusétzlich zur typischen P II-Hexamerbande (6-mer) weitere Proteinbanden, ins-
besondere eine Bande auf Hohe 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 kdnnen, wurde sich daher in nachfolgenden

Experimenten fiir 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 verdiinnt und fiir fiinf Tage bei 20°C inkubiert. Fiir die Separation
von Hexameren und Dissoziat wurde die Probe mittels GroBenausschlusschromatographie
(S-200, 16/60) aufgetrennt und die relevanten Fraktionen auf einer nativen PAGE iiberpriift
(Abb. 3-46).

Die Probe eluierte in vier unterschiedlich ausgeprigten Peaks von der SEC, wobei
interessanter Weise bei der Elution von Peak 3 ein Anstieg der Leitfdhigkeit 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 ausgeprigte Peak 4 nach 125.5 ml. Die Uberpriifung 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 be-Untereinheiten des Eurypelma-
Markers zusammensetzte, die beide in Peak 1 eluierten (Abb. 3-46). Die native P II-Probe
wies zusitzlich 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: Grofienausschlusschromatographie der mit Dissoziationspuffer B dissoziierten P II-Probe mit
Kontrolle der Peak-Fraktionen auf einer silbergefirbten 7.5%igen nativen PAGE.

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

Das Dissoziat eluierte in vier Peaks von der Sdule, wobei bei der Elution von Peak 3 ein Anstieg der Leit-
fahigkeit 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 ausgeprigte Peak 4 nach 125.5 ml

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

Das native P II wies auf der nativen PAGE insgesamt drei Proteinbanden auf, bei denen es sich wahrscheinlich
zusitzlich zum Hexamer um unterschiedliche Dissoziationsstufen handelte. Beim Dissoziat wurden dagegen
lediglich zwei Proteinbanden angeférbt. 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 hauptséchlich 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 GroB3enausschlusssiule eluierte. Das Auftreten von Peak 2 und
Peak 3 war eventuell auf die Zusammensetzung der P II-Probe aus Pera3.01 und

Per a 3.0201 zuriickzufuhren.

Um trotz der geringen Proteinkonzentration in Peak 2 und 3 beurteilen zu koénnen, ob
tatsdchlich 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 fiir
die immunologischen Untersuchungen mit PBS umgepuffert und erneut auf einer nativen
PAGE tberpriift (Abb. 3-47).

Marker

P II nativ_PBS
P II diss.

Peak 1_PBS
Peak 2,3 PBS
Peak 4 PBS

/!_.
/!_.

Abb. 3-47: Uberpriifung der vereinigten und mit PBS umgepufferten Proben auf einer silbergefirbten
7.5% nativen PAGE.

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

Die umgepufferte native P II-Probe war fiir eine Detektion mit der Silberfirbung 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 konnte bei partiell disso-
ziiertem P II zur Reassoziation bzw. Aggregatbildung gefiihrt haben.

Um auszuschlielen, dass es sich dabei um Gelartefakte handelte, wurden diese Proben
zusitzlich 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 (Syo.w), die dem gemittelten korrigierten S-
Wert der unbehandelten hexameren P II-Probe entsprach (Abb. 3-34). Hiermit konnte
zusatzlich bestétigt werden, dass natives P II in PBS weder aggregierte noch denaturierte
noch in PBS eine Auflockerung der Quartdrstruktur stattgefunden hatte. Die langsamer
sedimentierenden Proteine waren eventuell den zusitzlichen 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 (So.w) (Abb. 3-48). Somit enthielt die Probe
unterschiedliche P II-Dissoziationsstufen. Fiir reine Monomere wire, in Anlehnung an den
Sedimentationskoeffizienten von Hadmocyanin-Untereinheiten, eine sedimentierende Gruppe
von etwa 5 S (Syow) 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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Abb. 3-48: Uberpriifung der mit PBS umgepufferten Proben im Sedimentationslauf in der analytischen
Ultrazentrifuge.

Die unverdiinnten 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 Wellenldngen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit
der ,enhanced van Holde-Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgefiihrt. 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 zugehdrigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit
wurden die jeweiligen Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.

Die hexamere P II-Kontrolle wies auch in PBS weiterhin den fiir natives P II typischen Sedimentations-
koeffizienten von 17 S (Syw) auf. Peak 1 enthielt eine polydisperse Losung mit korrigierten Sedimen-
tationskoeffizienten von 0 bis 10S. Weder Hexamere noch hohere 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 Sedimentationldufe lieferte fiir das native P II vergleichbare Daten, wohin-
gegen fiir 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 zusitzliche Bande geringerer Mobilitdt aufwies. Da beim

Sedimentationslauf die Proteine in Losung 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 vollstdndig in die Monomere dissoziiert

werden konnte.

Stabilitit der HL gegeniiber Dissoziationspuffer C

Um eine vollstindige Dissoziation der Per a 3-Isoformen zu erreichen wurden daher die
Pufferbedingungen verdndert und die Stabilitit von Hamolymph-Proben gegeniiber 2 M
Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCI) und bei pH 10.5 in Dissoziationspuffer C untersucht.
Hierbei wurde zusitzlich der Einfluss zweier Himolymph-Konzentrationen (0.15 mg/ml und

0.71 mg/ml) getestet.

Fiir die Einstellung der Konzentrationen wurden die Proben 1:314 (,,HL diss. A“) bzw. 1:64
(,,HL diss. B*) mit Dissoziationspuffer C verdiinnt und fiir sieben Tage bei 20°C inkubiert.

Auf eine Analyse des Dissoziats mittels Groenausschlusschromatographie wurde aufgrund
der damit verbundenen hohen Probenverdiinnung und der mit der Aufkonzentrierung
verbundenen Proteinverluste verzichtet. Die Uberpriifung der Dissoziation der Proben fand
stattdessen auf einer 7.5%igen nativen PAGE mit anschlieBendem 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 (GdnHCI) versetzten Proben Proteinbanden
detektiert werden. Beide Dissoziatproben waren unter den gewéhlten 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: Uberpriifung der in Dissoziationspuffer C inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE
mit anschlieBendem Western-Blot.

Es wurden 3 pg der HL-Kontrolle (HL-K 4°C, Schabenpuffer D), 3 pg der dissoziierten HL A (HL diss. A)
und 13 pg der dissoziierten HL B (HL diss. B) 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Das Referenzgel
wurde mit der Silberfirbung nach Nesterenko gefiarbt und die iibrigen Gele im Western-Blot-Verfahren
geblottet. Als Referenz diente der Euryelma-Marker. Als Primérantikorper wurde 1:100000 verdiinnter anti-
Per 2 3.03-AK bzw. anti-P [I-AK verwendet. Der Sekundarantikrper (anti-rabbit-IgG-AK) mit gekoppelter
alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdiinnt.

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 GdnHCI versetzten Dissoziatproben waren bei keiner Konzentration definierte
Banden auf der nativen PAGE angeférbt 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 zusétzlich im Sedimentationslauf in der analytischen Ultra-
zentrifuge untersucht. Eine Beurteilung der Dissoziation der Per a 3-Isoformen war auch trotz
der Verwendung der Hamolymphe moglich, da die Per a 3-Isoformen den Hauptbestandteil
in der Hamolymphe darstellten und mit 17 S bis 19 S (Syow) 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 (Syo,w) in dieser Probe gut vom Proteingemisch zu unterscheiden. Zusétzlich waren

in der HL stets langsamer sedimentierende Proteinspezies vorhanden (Abb. 3-50).
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Abb. 3-50: Uberpriifung der in Dissoziationspuffer C inkubierten Proben im Sedimentationslauf in der
analytischen Ultrazentrifuge.

Die unverdiinnten 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
Wellenlidngen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der ,,enhanced van Holde-Weischet“-Methode
ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgefiihrt. 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 zugehdrigen
Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Fiir 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: zusédtzlich zu den Per a 3-Proteinen von
17-19 S (Sy0w) 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 hoheren 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 GdnHCI war fiir 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

Hamolymphe (HL diss. A) wurde zwar keine Aggregation beobachtet, jedoch auch keine
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vollstdndige Dissoziation der Per a 3-Proben, da ein sehr geringer Proteinanteil noch immer
mit ca. 18 S (Sz0,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 fiir die ansonsten stabilen Per a 3-Isoformen zu
aggressiv und flihrte zur Denaturierung der Extrakt-Proteine. Aus diesem Grund wurde fiir
die nachfolgende Untersuchung anstelle des GdnHCI wieder auf 2.5 M Harnstoff zurtick-

gegriffen. Die restlichen Pufferbedingungen wurden aus diesem Experiment ibernommen.

Stabilitit der HL gegeniiber Dissoziationspuffer D

Auch fiir diese Untersuchung wurden zwei unterschiedliche Himolymph-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 fiir sieben Tage bei 20°C inkubiert.

Fiir die Uberpriifung der Dissoziation wurde erneut auf die native Gelelektrophorese mit
anschlieBendem Western-Blot (Abb. 3-51) sowie auf die analytische Ultrazentrifuge
zurlickgegriffen (Abb. 3-52). In diesem Experiment wurde zusitzlich zur Kontrolle bei 4°C
(HL K 4°C) die Himolymphe 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 Verdnderung war jedoch bei der Bande
oberhalb der Per a 3-Proteine zu beobachten (Abb. 3-51, mit Pfeil gekennzeichnet): diese
verdnderte offensichtlich in Abhédngigkeit zur Lagerungstemperatur ihre elektrophoretische
Beweglichkeit. Dies war eventuell auf eine Dissoziation oder auf eine verdnderte Tertidr-

struktur zurickzufihren.
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Abb. 3-51: Uberpriifung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE
mit anschliefendem Western-Blot.

Es wurden je 3 pg der HL-Kontrollen (4°C bzw. 20°C, Schabenpuffer D), 3 pg der dissoziierten Himolymphe
A (HL diss. A) und 13 pg der dissoziierten HL B (HL diss. B) 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Das
Referenzgel wurde mit der Silberfarbung nach Nesterenko gefarbt und die iibrigen Gele im Western-Blot-
Verfahren geblottet. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Als Primérantikérper wurde
1:100000 verdiinnter anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet. Der Sekundéirantikdrper (anti-rabbit-
IgG-AK) mit gekoppelter alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdiinnt.

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 verdnderte in Abhdngigkeit 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 angefarbt. 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 silbergefirbten 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 Uberpriifung der Proben in einem Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge
konnte die vollstindige Dissoziation der Per a 3-Isoformen ebenfalls bestdtigen. Bei keiner
Konzentration wurden deutliche mit 17-19 S (S»o.w)-sedimentierende Gruppen nachgewiesen.
Vielmehr setzten sich die Dissoziatproben aus mit unter 10 S (Syow) sedimentierenden

Spezies zusammen (Abb. 3-52).
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Abb. 3-52: Uberpriifung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben im Sedimentationslauf in der
analytischen Ultrazentrifuge.

Die unverdiinnten 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 Wellenldngen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der ,,enhanced van Holde-
Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgefiihrt. 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 zugehdrigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Fiir 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
(Sz0.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 (S, w) sedimentierende Proteinspezies,
wohingegen bei der hoheren HL-Konzentration (HL diss. B) zusitzlich drei S-Werte von iiber 10 S (Syow)
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), bestdtigte
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 beriicksichtigt werden, dass in Schabenpuffer D als Puffersubstanz TRIS verwendet
wurde, welches mit -0.028 pH/K eine starke Temperaturabhidngigkeit 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 spéteren Experimenten auf unterschiedliche

Kontrollen verzichtet.

Durch Erhdhung 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

priaparativen Ansatz libertragen werden.

Praparative Herstellung von dissoziierten HL-Proteinen

Die Herstellung préiparativer Mengen an Dissoziat war ein entscheidender Bestandteil fiir die
von _ in ihrer Diplomarbeit durchgefiihrten Experimente, in denen der
Einfluss der hexameren Oligomerisierung der Per a 3-Isoformen auf deren Immunogenitit
und Allergenitidt im Vergleich zum Dissoziat untersucht wurde [19]. Voraussetzung dieser
Experimente war eine Charge an dissoziierter und nativer Hamolymphe, die beide fiir die
zellbiologischen Test in PBS vorliegen mussten. Daher wurden in diesem Ansatz die Proben
zuséatzlich nach der Dissoziation mit PBS umgepuffert und iiberpriift, ob dadurch oder durch

langere Lagerung eine Reassoziation der Proben auftrat.

Fiir die préparative Dissoziation wurden 45.6 mg HL 1:201 mit Dissoziationspuffer D
versetzt (0.23 mg/ml) und fiir sieben Tage bei 20°C inkubiert. Die Dissoziation wurde erneut
mittels nativer PAGE mit anschlieBendem Western-Blot sowie im Sedimentationslauf in der
analytischen Ultrazentrifuge tiberpriift (Abb. 3-53, Abb. 3-54). AnschlieBend wurden die
Proben fiir 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 iiberpriift. Fiir 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: Uberpriifung der in Dissoziationspuffer D inkubierten Proben auf 7.5%iger nativer PAGE
mit anschlieBendem Western-Blot (A) und Kontrolle der umgepufferten Proben auf 7.5%iger nativer
PAGE (B).
A) Es wurden je 4 ng der HL-Kontrolle (HL K) und der dissoziierten Himolymphe (HL diss.) 3:4 mit BPB
versetzt auf das Gel appliziert. Das Referenzgel wurde mit der Silberfarbung nach Nesterenko gefarbt und die
iibrigen Gele im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als Referenz wurde der Astacus-Marker verwendet. Als
Primérantikérper wurde 1:100000 verdiinnter anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK verwendet. Der Sekundér-
antikorper (anti-rabbit-IgG-AK) mit gekoppelter alkalischer Phosphatase wurde 1:1000 verdiinnt.

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 pl der in PBS umgepufferten HL (HL PBS), 4 ul nicht umgepufferte HL diss. und 2 pg
HL diss. PBS 3:4 mit BPB versetzt auf das Gel appliziert. Als Referenz wurde unbehandelte native HL
verwendet (HL nativ). Die Proteindetektion erfolgte zunédchst mit der Coomassie-Farbung. Zur Detektion nur
schwach konzentrierter Proteinbanden wurde das Gel mit der Silberfarbung nach Nesterenko iiberfarbt.

Nach dem Umpuffern der Proben in PBS wies die native Hamolymphe (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 silbergefiarbten Gel nur schwache
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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 Farbung mit dem anti-Per a 3.03-AK gegeniiber
mit dem anti-P II-AK nur schwach ausgepréagt war (Abb. 3-53).

Nach dem Umpuffern der Proben mit PBS zeigte die native HL (HL PBS) auf der nativen
PAGE keine Verinderung 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 fiir die immunologischen Versuche.

Offensichtlich war mit der Umpufferung des Dissoziats mit PBS ein deutlicher Proteinverlust
verbunden, sodass selbst auf der silbergefarbten nativen PAGE nur schwach Dissoziatbanden
angefarbt 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 Verdnderung des Bandenmusters, sodass auch nach lidngerer Lagerungszeit eine

Denaturierung der Proben ausgeschlossen werden konnte (Abb. 3-53).

Die Uberpriifung dieser Proben im Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge

bestétigte die Ergebnisse der Gelelektrophorese weitestgehend (Abb. 3-54):

Sowohl in der Himolymph-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.
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Abb. 3-54: Uberpriifung 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 Wellenlidngen statt. Der Verlauf der Sedimentation wurde mit der ,,enhanced
van Holde-Weischet“-Methode ausgewertet. Eine Pufferkorrektur wurde durchgefiihrt. 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 zugehorigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit wurden die jeweiligen Graphen bis auf die Sedimentationsfronten identisch skaliert.

Sowohl in der Himolymph-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. Zusitzlich konnte
bestétigt 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 Anderung 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 verfiigbaren
Probenkonzentration nur mit Hindernissen moglich. Die Auswertung der Messung bei 230 nm war nicht
moglich (Daten nicht gezeigt). Fiir ein eindeutiges Ergebnis wire eine Wiederholung der Messung mit hdherer
Probenkonzentration sinnvoll.

Ausgeschlossen werden konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied der Dissoziatproben
in Abhéngigkeit 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 (Sxo,w) vor. Eine spezifische Reassoziation der Per a 3-Proben konnte jedoch
ausgeschlossen werden. Ingesamt war die Auswertung der zugehorigen Sedimentations-
fronten aufgrund der geringen Probenkonzentration nur mit Hindernissen mdglich. Eine
Auswertung der Messung bei 230 nm war liberhaupt nicht méglich (Daten nicht gezeigt). Fiir
eine eindeutige Aussage wire eine Wiederholung der Messung mit hoherer Protein-

konzentration nach der Umpufferung in PBS sinnvoll.

Stabilitit gegeniiber unterschiedlichen pH-Werten

Die pH-Stabilitdt ist bei Allergenen insbesondere in der Sensibilisierungsphase ein wichtiger
Faktor: die von den dentritischen Zellen (DC) aufgenommenen Allergene werden iiber den
lysosomalen Abbauweg durch Cathepsine in Peptidfragmente gespalten. Auf diesem Weg
verdndert sich der pH-Wert in den Lysosomen, sodass verschiedene Cathepsine bei ihrem
jeweiligen pH-Optimum aktiv werden konnen. In den DC spielen bei dieser Proteolyse fiir
die Antigenprdsentation insbesondere die Cathepsine B, D und S eine wichtige Rolle.
Basierend auf deren pH-Optima wurde sich fiir die Stabilitdtsuntersuchungen fiir 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 Grofteil der Charakterisierungs-
versuche dieser Arbeit in Schabenpuffer D durchgefiihrt wurde, wurde zusitzlich die
Stabilitdt der Proben in Schabenpuffer D bei 37°C iiberpriift. Hierbei musste berticksichtigt
werden, dass aufgrund der Temperaturabhingigkeit 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 fiir 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-Stabilitdt der Per a 3-Proben wurde in
Ankniipfung an die chaotropen Stabilititsuntersuchungen sowie den immunologischen

Experimenten auf die Himolymphe (HL-2) zuriickgegriffen.

Insgesamt wurde die Stabilitdt der Proben {iber sieben Wochen hinweg verfolgt und jeweils
nach 24 h, einer Woche und nach sieben Wochen auf einer nativen PAGE mit anschlieflen-
dem Western-Blot (anti-Per a 3.03-AK-Markierung) sowie in Sedimentationsldufen in der
analytischen Ultrazentrifuge tiberpriift. In Tabelle 3-5 sind diese Experimente mit den

jeweiligen Abbildungsverweisen zusammengefasst.

Methode Inkubationsdauer Abbildung
24 h Abb. 3-55

Native PAGE mit anschlieBendem Western-Blot 1 Woche Abb. 3-56
7 Wochen Abb. 3-57
24 h Abb. 3-58

Sedimentationslauf in der AUZ 1 Woche Abb. 3-59
7 Wochen Abb. 3-60

Tabelle 3-5: Ubersicht der Stabilititsuntersuchungen mit Zuordnung zu den jeweiligen Abbildungen.

Zur besseren Nachvollziehbarkeit sind im Folgenden die Ergebnisse dieser Versuchsreihen

nach Methoden getrennt dargestellt und erldutert.

Western-Blot

Fiir die Western-Blot-Experimente wurden die Proben zunichst auf 7.5%igen nativen Gelen
aufgetrennt, anschlieBend geblottet und mit anti-Per a 3.03-AK markiert. Dieser Antikorper
hatte den Vorteil, dass er sowohl Per a 3.03 als auch P II erkannte und somit die Stabilitét der

verschiedenen Isoformen verfolgt werden konnte.

Die nativ aufgetrennten Proben zeigten alle auf dem Coomassie-gefarbten 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: Uberpriifung der pH-Stabilitit nach 24 h auf der nativen PAGE mit anschlieSendem
Western-Blot.

Pro Spur wurden 11 pg zuvor 3:4 mit BPB verdiinnte Proben aufgetragen und auf 7.5%igen nativen Gelen
aufgetrennt. Als Referenz wurde der Palinurus-Marker verwendet. Das Referenzgel wurde mit Coomassie
gefiarbt und mit der Silberfarbung nach Nesterenko iiberfarbt. Die iibrigen Proben wurden im Western-Blot-
Verfahren geblottet. Als Primérantikdrper wurde 1:100000 verdiinnter anti-Per a 3.03-AK und als Sekundér-
antikorper 1: 1000 verdiinnter anti-rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase verwendet.

In der HL-Kontrolle wurde zusétzlich zu den hexameren Per a 3-Proteinen vom anti-Per a 3.03-AK eine
Proteinbande erkannt, die auch auf der silbergefarbten nativen PAGE angefirbt wurde. Diese mit Pfeil
gekennzeichnete Bande wurde nach ldngerer 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
zusétzlichen Banden zeigte. Bei den iibrigen pH-Werten waren beide Pera3 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
iibrigen pH-Werten war Bande 1 im sauren pH-Bereich bei pH 3.5 nicht mehr deutlich
ausgepragt. 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 Antikorperdetektion im Western-Blot bestétigte in sédmtlichen Proben die Hexamer-
banden der Per a 3-Isoformen (Abb. 3-55). Sie zeigte jedoch auch, dass in der Kontrolle eine
zusitzliche Proteinbande (mit Pfeil gekennzeichnet) zwischen dem Hexamer und den Unter-
einheiten des Referenzhdmocyanins (Palinurus-Marker) vom anti-Per a 3.03-AK erkannt
wurde. Diese Bande war auch auf der silbergefarbten PAGE zu erkennen (in Abb. 3-55 mit
Pfeil gekennzeichnet) und wurde nach lédngerer Inkubationszeit nicht mehr beobachtet; sie

konnte in diesen Versuchen nicht eindeutig zugeordnet werden (Abb. 3-56, Abb. 3-57).

Im Unterschied zu den iibrigen pH-Werten wurde bei pH 3.5 bereits nach 24 h eine
beginnende Dissoziation der Per a 3-Proteine beobachtet, wie das Auftreten dreier antikdrper-
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

angefarbt, 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-gefarbten Gel deutlich beide Per a 3-Hexamer-
banden zu erkennen waren. Diese Beobachtung wird in der Diskussion ausfiihrlicher
aufgegriffen (Abschnitt 4.1.3).
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Abb. 3-56: Uberpriifung der pH-Stabilitit nach einer Woche auf der nativen PAGE mit anschlieBen-
dem Western-Blot.

Auftragung und Durchfiihrung 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 silbergefarbten PAGE eine neue, mit Pfeil
gekennzeichnete Bande beobachtet, bei der es sich um Dissoziat der Bande 1 gehandelt haben konnte. 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-gefarbten Gelen zu beobachten (Abb. 3-56). Statt dieser wurde auf

dem silbergefdrbten 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). Moglicherweise

handelte es sich dabei um Dissoziat der Bande 1.

Nach einem Inkubationszeitraum von sieben Wochen war in allen Proben eine Verénderung
des elektrophoretischen Laufverhaltens auf der nativen PAGE zu beobachten (Abb. 3-57).

7 Wochen
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Abb. 3-57: Uberpriifung der Langzeit-pH-Stabilitit nach sicben Wochen auf der nativen PAGE mit
anschlieBendem Western-Blot.

Auftragung und Durchfiihrung entsprachen den Experimenten nach 24 h und nach 1 Woche. Auf eine Uber-
farbung des Coomassie-gefirbten Gels mit der Silberfarbung nach Nesterenko wurde verzichtet.

In allen Proben waren nach sieben Wochen Inkubation deutliche Verdnderungen zu beobachten: in der
Kontrollprobe wurden zusétzlich 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 duflerst schwach hexamere Per a 3-Banden zu erkennen, die restlichen
Proteine waren nach sieben Wochen vollstdndig denaturiert und nicht in die Gelmatrix eingewandert. In den
iibrigen Proben wurde eine Verdnderung der elektrophoretischen Beweglichkeit der Per a 3-Isoformen
beobachtet, was auf eine Verdnderung der Quartarstruktur 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-Farbung als auch bei der Antikdrpermarkierung nachgewiesen. Zusétzlich
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 dhnliches Bandenmuster: an Stelle der
typischen zwei Per a 3-Hexamerbanden war lediglich eine, jedoch etwas breitere Bande auf
Hohe 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-Hamo-
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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 Quartérstruktur der
Per a 3-Proteine zu verdndern, wobei es sich nicht um eine vollstindige 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

Fiir die Sedimentationsexperimente wurden die identischen Proben und Zeitpunkte wie fiir
die dargestellten Western-Blot-Experimente verwendet und ebenfalls auf die Oligomeri-
sierung und somit auf die Stabilitdt hin untersucht (Abb. 3-58, Abb. 3-59, Abb. 3-60).
Gelartefakte, wie sie bereits bei den Stabilititsuntersuchungen gegeniiber chaotropen
Reagenzien beobachtet wurden, sollten mit der analytischen Ultrazentrifuge auszuschlieBen
sein. Der Nachteil dieser Methode bestand allerdings darin, dass eine Unterscheidung der

Per a 3-Isoformen -wie es im Western-Blot moglich war- nicht erfolgen konnte.

Als Marker fiir die Stabilitdtsuntersuchungen wurde wie bereits zuvor der Sedimentations-
koeffizient der Per a 3-Isoformen von 17-19 S (S0, w) verwendet. Die Auswertung der
Sedimentationsldufe erfolgte nach der ,,enhanced van-Holde-Weischet“-Methode. Im Falle
einer diffizilen Auswertung der Proben wurde darauf geachtet, dass der fiir 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 (Sow) zusitzlich 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 (Sz0,w)-Gruppe zusammengefasst
werden, die restlichen Sedimentationskoeffizienten zeigten eine breite Verteilung von 0 bis
25 S (Sz0,w) (Abb. 3-58).
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Abb. 3-58: Uberpriifung der pH-Stabilitit 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 fiir die
Auswertung iibernommen wurden. Mit B wurden die Extrapolationsgraphen der Proben, bereits gegen den
jeweiligen Puffer korrigiert dargestellt und mit C die zugehdrigen Verteilungsgraphen der korrigierten S-Werte.
Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurden die jeweiligen Graphen dhnlich 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 (S,0w) beobachtet. Lediglich in der pH 3.5-Probe waren zusitzliche 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 zugehorigen 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 vollstindig dissoziiert
oder denaturiert. Bei den iibrigen pH-Werten konnten keine signifikanten Verdnderungen 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 vollstindig 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 iibrigen pH-Werten jeweils immer noch deutlich die 18 S-Fraktion
beobachtet werden konnte (Abb. 3-60). Lediglich beim Vergleich der Sedimentationsfronten
mit denen der einwdchigen 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).
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Abb. 3-59: Uberpriifung der pH-Stabilitit 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 iibrigen pH-Werten lagen die Per a 3-Proteine auch noch nach einer
Woche stabil in ihrer hexameren Oligomerisierung vor.

Seite 157




3 Ergebnisse: Per a 3

7 Wochen
e 50 = 100
£ g 4541B) s |10
5 £ 40 T g0 _j
=] @ o 35 1= "
& 8§ a0 8 0| 7
] g 25 5 "
2 20 8 4
£ S 15 =
8 ™ 10 B
5 E 5 :o: 20 -
5 0
2 g 2o £ 4 . antrolle
00 . {
52 3 04 65 56 o7 88 69 00 0,02 0,04 0,08 0 Z 1utat.1s zuﬁ. -251; 30
.05 05 sedimentation coefficien
radius / cm time™" / min f Svedberg
£ 50 100 ;
= = I
£ 9 4542B S 2C) wﬁ’"’ﬁ
£ g 40 o g =
8 § m 35 = M
& @ 30 3
% =2 a5 g 60
@ 223 8 .
£ 8@ 1s = 1
3 g 10 j<]
g 02 £ 5 % >
a 021 = 0 H 7.3
® 0 5 5 — IS S
62 63 64 85 66 67 88 89 70 71 0,00 0,02 0,04 0,06 0 5. 1 .15 20 . 25 30
time®® 7 min?® sedimentation coefficient
radius { em me min I Svedberg
= 50J < 100
£ 2 453B) 8 3C)
2 g 404 T 8D - %
& g3 £ w_j
= c2 3” | 8 60 o
cg 25 == i
8 2D 3 ] w0 'r‘.;*‘
< 86 15 ] 5 07
o @ - 10 k]
2 E s £
2 g 04 pH 6.5
© & 5 . : T S S
0,00 0,02 0,04 0,06 0 5 10 15 20 25 30
time®® / min®® sedimentation coefficient
radins f rm me min { Svedberg
12 = 100 4
£ 4A) 8 S 4C) 4
1,0 - = o i
2 E= T a0 -
&l 0 o T &
- Q=
& °2 g 60- J
L]
g gg 8 .,:\A--""'-_'_‘?
g 86 5 P
3 =Ree 2 ’
E fc_) E 20
© £ (s}
00« + « « e - . . E . ; IPH 6.0
62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 0,00 0,02 0.04 0.06 0 5 10 15 20 25 30
radius f em 05 05 sedimentation coefficient
time "~ / min | Svedberg
12
E 5A)
S 104
o
I
o
w
Qo
c
i)
£
2 02 pH 3.5
[i]
[ T A T S

61 62 63 5.4 6.5 66 67 6.8 659 70 71

radius f cm

Abb. 3-60: Uberpriifung der pH-Stabilitit 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 sédmtliche Proteine denaturiert und eine Auswertung mit der
,enhanced van-Holde-Weischet“-Methode nicht mehr moglich. 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 fiir die Kontrolle, pH 6.5 und pH 6.0 gute Uberein-
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 bestétigt wurde (Abb. 3-56, Abb. 3-59). Auch die Hexamere bei pH 7.3 nach sieben
Wochen Inkubation waren im Sedimentationslauf nicht so eindeutig ausgeprigt 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).

Unabhéngig vom pH-Wert wurde bei Per a 3 beobachtet, dass nach sieben Wochen bei 37°C
auf dem Western-Blot eine Verdnderung der Quartirstruktur, allerdings noch keine Disso-
ziation auftrat. Diese geringe Verdnderung wurde im Sedimentationslauf nicht aufgeldst.
Dennoch wire zu empfehlen die Proteine bei einer ldngeren Lagerungszeit auch weiterhin in

Schabenpuffer D einzufrieren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Per a 3-Proteine eine hohe pH-
Stabilitat aufwiesen. Sie blieben von pH 8.2 bis pH 6.0 im Wesentlichen in ihrer hexameren
Oligomerisierung iiber 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 dariiber die Proteolyse

eingeleitet werden kann.

Fazit der Stabilitatsuntersuchungen

Gegeniiber Harnstoff und alkalischem pH-Wert wiesen die Per a 3-Isoformen eine ausge-
sprochen hohe Stabilitit auf: auch nach zwei Monaten Inkubation konnte keine vollstindige
Denaturierung beobachtet werden. In einem pH-Bereich von pH 6.0 bis 8.2 lagen die Per a 3-
Isformen auch bei 37°C iiber einen langen Zeitraum weiterhin als Hexamere vor. Allerdings
deutlich weniger stabil waren die Per a 3-Isoformen gegeniiber 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 Immunogenitit wurde in Zusammenarbeit mit
der _ (Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz) von

B i R2hmen ihrer Diplomarbeit bestimmt.

Zur Charakterisierung der Immunogenitit wurden ausgereifte dendritische Zellen (DC), die
wiéhrend der Ausreifungsphase mit unterschiedlichen Per a 3.03-Konzentrationen gepulst

worden waren, zusammen mit CD4'-T-Zellen cokultiviert. Nach fiinf Tagen wurde iiber den

Seite 159



3 Ergebnisse: Per a 3

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 Pera3.03 Konzentrationen
zugegeben. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte reife DC und als Positivkontrolle Tetanustoxoid (TT)
(1pg/ml)-beladene DC. Es wurden pro Ansatz 10* DC mit 10° autologen CD4"-T-Zellen cokultiviert und nach
fiinf Tagen die Proliferation iiber den °[H]-Thymidineinbau bestimmt. Als Proliferationsindex (Probe im
Verhéltnis zur Negativkontrolle) wurde der Mittelwert aus vier Versuchen unter Beriicksichtigung der
Standardabweichung dargestellt.

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

Hierbei konnte beobachtet werden, dass von reifen DC prisentiertes 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 Immunogenitét auf.

Fiir die Beurteilung der Allergenitit von Pera 3.03 miisste z.B. in einem Basophilen-
Aktivierungstest die Leukotrienausschiittung gemessen werden. Dies war aufgrund der

limitierten Per a 3.03-Menge in dieser Arbeit leider nicht mehr moglich.

3.3.2.9 Epitope in den Primér- und Quartirstrukturen der Per a 3-Isoformen
Die besondere Fihigkeit eines Allergens besteht darin im Korper eine IgE-Antwort zu
induzieren, wozu mindestens zwei IgE-Antikorper (oder auch B-Zell-Rezeptoren) an
bestimmte Aminosduresequenzabschnitte des Allergens binden miissen [33]. Bei diesen
Abschnitten handelt es sich um sequenzielle (lineare) und/oder konformationelle
(diskontinuierliche) Epitope [34]. Trotz Kenntnisse zahlreicher Epitopsequenzen sind bis
jetzt keine allgemeingiiltigen Sequenzabschnitte bekannt, die ein Protein zum Allergen
werden lassen [34, http://fermi.utmb.edu/SDAP/index.html].
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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
Ubereinstimmung 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 gegeniibergestellt.
Diese wurden iiber einen Algorithmus in der Primérstruktur von Per a 3.01 und Per a 3.0201

postuliert und in der Quartérstruktur dieser Allergene lokalisiert.

Korrektur der Per a 3.01-Sequenz

Von Pera3.01 wurde von Wu et al. (1996) die Sequenz mit der Kennung ,,AAB09629

verdffentlicht, die jedoch auf Nukleotidebene fehlerhaft war und somit zu einer Translations-

verschiebung fiihrte, die von Prof. Dr. Thorsten Burmester (Zoologisches Institut und
Museum Grindel, Abteilung Tierphysiologie, Universitit Hamburg) festgestellt und manuell
korrigiert wurde [personliche Mitteilung]. Der Vergleich der beiden resultierenden
Aminosduren-Sequenzen wurden im Sequenzalignment in Abb. 3-62 dargestellt. Da die
Verschiebung auf einen 30 Aminosdure-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).

* 20 * 40
Fer a 3 01 : . LADKQF LAEKQRD Ll
k Pera3d 01 : . OLADEQFLAEQRDW 1. 40
METALVFALWVARVAARF PDHEDYEQLADEQF LAKQRDWVL

* 60 * g0
Fer a 3 01 g0
k Pera3 01 g0
RLEFHRWVHOHNILNDOWVEW E
* 100 * 1=0

Per 5 3 01 : GVLOEGHARDISNsEAUNINzi A NeENNCNangrnengy : 1210
k Pera3d 01 : MAYFEEGMLSSog e rg-pasijeruy iy sy iy § Ao paygn 120
REGEPFEVHNYERHREQATMIY DLLY FANDYD

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

Die Korrektur wurde von Prof. Dr. Thorsten Burmester vorgenommen und bezog sich auf die Aminosduren
der Positionen 60 bis 90. Da die iibrigen Abschnitte zwischen den beiden Sequenzen identisch waren, sind
lediglich die ersten 120 AS des Alignments dargestellt. Der Grund fiir die Korrektur war ein Fehler auf
Nukleotidebende, die zu einer Translationsverschiebung fiihrte. Fiir das Alignment wurden folgende
Sequenzen verwendet: Per a 3 01= AAB 09629, k Pera3 01= korrigierte Sequenz von Prof. Dr. Thorsten

Burmester, personliche Mitteilung.

Seite 161



3 Ergebnisse: Per a 3

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 ergénzend 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-Primarstruktur

Fir die Vorhersage theoretischer potentiell antigener Epitope stehen verschiedene
Algorithmen zur Verfiigung, von denen zwei fiir die Per a 3-Proteinen verwendet wurden.
Die Analyse nach Jameson und Wolf beruhte auf der Hydrophobizitit und der Flexibilitit des
Peptidriickgrats [315]. Diese linearen potentiell antigenen Epitope wurde von Wu et al.
(1996) fiir die Per a 3-Isoformen in der Primérstruktur bestimmt und in meiner Diplomarbeit
in der Quartdrstruktur lokalisiert und ausfiihrlich diskutiert [138, 148]. Der Vollstindig-
keithalber wurden diese Epitope ebenfalls im nachfolgenden Alignment in rot hinterlegt
dargestellt (Abb. 3-63) und wurden zusédtzlich 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 Beriicksichtigung der atomaren Flexibilitidt, Hydrophilie sowie
der experimentellen HPLC Retentionszeit synthetischer Peptide potentielle sequenzielle
antigene Epitope. Diese Epitope wurden sowohl fiir die korrigierte Per a 3.01-Sequenz
(inklusive Signalpeptid) als auch fiir Per a 3.0201 ermittelt und in griin im Alignment dieser
beiden Sequenzen zusammen mit dem Hdmocyanin von Panulirus interruptus dargestellt
(Abb. 3-63).

In diesem Alignment waren die Per a 3-Isoformen zueinander 65% identisch und besallen
77% isofunktionelle Aminosduren. Zu dem Hémocyanin von Panulirus interruptus wies
Per a 3.01 eine 27%ige Identitit und eine 49%ige Ahnlichkeit auf. Per a 3.0201 war zu dem

Himocyanin zu 30% identisch und zu 51% homolog.
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Abb. 3-63: Sequenzalignment der Per a 3-Isoformen mit dem Himocyanin 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 griin die potentiell antigenen Epitope nach Parker et al. dargestellt [138, 140]. Fiir 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 Ubersicht iiber die von GeneDoc ermittelten AS-Identititen und -Ahnlichkeiten sind in
Tabelle 3-6 aufgefiihrt.

Per a 3.01 | Per a3.0201 | Hc Pan int
65% 27%
Per a 3.01 T7% 49%
8% 6%
30%
Per a 3.0201 51%
7%
Hec Pan int

Tabelle 3-6: Aminosiure-Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten aus dem Alignment (Abb. 3-63).

Die Auftragung entsprach der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile stellte den Anteil der identischen
Aminosduren dar, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminoséuren und die dritte Zeile jeweils den
Anteil der Liicken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern wurden die Angaben in Form der
Aminosdureanzahl und bei den weil3 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 griin hinterlegt wurden (,,Parker-Epitope*)
(Abb. 3-63). Der Vergleich dieser Epitope mit den allergenen Epitopen (gelb) zeigte keine
hohe Ubereinstimmung (Abb. 3-63). Eine dhnlich schlechte Ubereinstimmung 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 GroBteil unterschiedliche Sequenz-

abschnitte als potentiell antigen eingestuft wurden (Abb. 3-63).

Trotz der schlechten Ubereinstimmung der allergenen Epitope (gelb) mit den potentiell
antigenen Epitopen (rot bzw. griin) war von Interesse, ob diese vorhergesagten potentiellen
Epitope auch im nativen Zustand der Per a 3-Allergene tatsidchlich fiir Antikorper zugédnglich
wiren. Da von Hexamerinen bisher keine Rontgenstruktur bekannt war, wurden die Quartér-
strukturen der Per a 3-Isoformen iiber Homologie-Modellierung bestimmt und in denen die
Lage der potentiellen Epitope analysiert (Abb. 3-64, Abb. 3-65).

Fiir Per a 3.01 konnte dabei auf das von Diplom-Biologe _ (Institut fiir
Molekulare Biophysik, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz) erstellte Homologie-Modell

zurlickgegriffen werden, welches bereits in meiner Diplomarbeit vorgestellt wurde [148]. Das
Homologie-Modell von Per a 3.0201 -ebenfalls von _ erstellt- wird

nachfolgend kurz erldutert.
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Potentiell antigene Epitope in der Quartirstruktur 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 Himocyanins von Panulirus interruptus. Als Template
diente die Kristallstruktur der Untereinheit a des Hdmocyanins von Panulirus interruptus
(1HCY), die auch bereits fiir 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 Himocyanins aus Limulus polyphemus [285].

Per a 3.01

Aufsicht Seitenansicht

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

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, abziiglich 16 Aminoséuren des N-terminalen
Signalpeptids.

Fiinf von 11 der Jameson und Wolf-Epitope und vier von acht der Parker-Epitope waren an der Oberflache des
Allergens lokalisiert.
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In diesem Modell wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit die Untereinheiten in ver-
schiedene Graustufen eingefarbt. 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 griin eingefarbt. Zusétzlich zur Aufsicht
wurde das Per a 3.01-Modell in der Seitenansicht dargestellt (Abb. 3-64).

Die potentiell antigenen Epitope beider Algorithmen waren iiber das ganze Molekiil verteilt.
Fiinf der 11 nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell antigenen Epitope waren auch
im Hexamer an der Proteinoberfliche exponiert. Ahnlich lagen die Verhiltnisse fiir Parker et
al., bei dem vier der acht bestimmten potentiellen antigenen Epitope an der Oberfliche zu
liegen kamen (Abb. 3-64).

Potentiell antigene Epitope in der Quartiarstruktur von Per a 3.0201

Das Homologie-Modell von Pera3.0201 basierte auf einem Sequenzalignment von
Per a3.0201 mit der Untereinheita des Hamocyanins von Panulirus interruptus. Als
Template diente die Kristallstruktur der Untereinheit a des Hédmocyanins von Panulirus
interruptus (1hcy), die auch bereits fiir 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 Hdmocyanins aus Limulus polyphemus [285].

Auch bei diesem Modell wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit die Untereinheiten in ver-
schiedene Graustufen eingefarbt. Die nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell
antigenen Epitope wurden erneut in rot und die potentiell antigenen Epitope nach Parker
erneut in griin eingefdrbt. Zusitzlich 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 tiber das ganze
Molekiil verteilt. Acht der 12 nach Jameson und Wolf vorhergesagten potentiell antigenen
Epitope waren auch im Hexamer an der Proteinoberfliche exponiert, wohingegen nach
Parker et al. vier der neun bestimmten potentiellen antigenen Epitope an der Oberfliche 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 fiir die Beschreibung von oberflichen-

exponierten Sequenzabschnitten.
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Per a 3.0201

B
%;{3&-

Aufsicht Seitenansicht

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

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 Oberfliche von Per a 3.0201 lokalisiert. Von den
Parker-Epitopen befanden sich vier von neun Sequenzabschnitten an der Oberflache des Allergens.

Vergleich der allergenen Epitope in den Quartirstrukturen 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 Pera 3.01-Homologie-Modell wurde bereits in meiner Diplomarbeit
ausfiihrlicher analysiert. Daraus ging hervor, dass das erste Epitop (, [VLRDPVFYQ®) im
Proteininnern lokalisiert und die Ubrigen im Wesentlichen an der Oberfliche exponiert
waren [148].
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Unter Austausch isofunktioneller Aminosduren waren die fiir 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). Ubertragen auf das Homologie-Modell von Per a 3.0201 ergab sich dabei
die in Abb. 3-66 dargestellte Lokalisation. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurde das
Per a 3.01-Modell zusammen mit dem Per a 3.0201-Modell erneut dargestellt (Abb. 3-66).

Per a 3.01

Aufsicht Seitenansicht

Per a 3.0201

Abb. 3-66: Vergleich der Homologie-Modelle von Per a 3.01 und Per a 3.0201 mit eingefirbten
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
Beriicksichtigung der isofunktionellen Aminosduren konnten die Epitope bis auf ,NNVDQI“ (mit Pfeil
gekennzeichnet) auf das Per a 3.0201-Modell iibertragen werden. Die Epitope waren bei beiden Isoformen
auch in der Quartérstruktur sehr dhnlich lokalisiert. Das erste Epitop befand sich im Proteininnern und der
sich eigentlich aus zwei Epitopen zusammensetzende Sequenzabschnitt ,,VDKGHNYCGYPENLLIPKG
KKGGQAY* war teilweise an der Oberfliche 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
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zusammensetzende Sequenzabschnitt ,,VDKGHNYCGYPENLLIPKGKKGGQAY* war
unter Beriicksichtigung der isofunktionellen Aminosduren in Per a 3.0201 dhnlich lokalisiert
wie in Per a 3.01 (Abb. 3-66): das Epitop durchzog die Untereinheit und war dabei teilweise

an der Oberflache exponiert.

Aufgrund der hohen 65%igen Identitit und einer 77%igen Ahnlichkeit der Per a 3-Isoformen
entsprach die Ahnlichkeit der Modelle sowie die dhnliche Lokalisation der Epitope durchaus

den Erwartungen.

Fazit der Epitopvorhersage

In der Literatur wird die Vorhersagerichtigkeit solcher Algorithmen fiir potentiell antigene
Epitope mit 50-60% angegeben [316]. Fiir Per a 3.01 lag in Bezug auf die allergenen Epitope
die Richtigkeit jedoch deutlich niedriger. Somit kann eine solche Vorhersage keinesfalls als
Ersatz fiir 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 Oberfldache des nativen Proteins korreliert.

Ingesamt wire 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 groBem 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 duBBerst aufwindig,
da zum einen die Struktur des Allergens genau bekannt sein muss und zum anderen
zusétzlich fir die Rontgenstrukturanalyse monoklonale IgE-AK isoliert bzw. generiert
werden miissen [34, 44]. Um zu untersuchen, ob bei den Pera 3-Allergenen
Konformationsepitope iiberhaupt eine Rolle spielen, wire es sinnvoll in zukiinftigen
Experimenten die Allergenitét von nativen gereinigten Per a 3-Isoformen mit denaturierten
gereinigten Per a 3-Isoformen z.B. im Basophilen-Aktivierungstest vorab zu verglichen
[317].

Fiir eine spezifische Immuntherapie konnten, 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 konnte, wie

dies bereits z.B. fiir das Hausstauballergen Der p 2 erfolgreich gelang [318].
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3.3.2.10 Fazit der Per a 3-Charakterisierung

Aus der Himolymphe 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 Disulfidbriicken sind in
dieser Isoform ausgebildet. Das immunogene Potential konnte nachgewiesen werden; der
Nachweis der Allergenitét 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
Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten ausgeschlossen werden. Allerdings schienen
sich diese Isoformen in der Ausbildung intramolekularer Disulfidbriicken zu unterscheiden.
Die genaue Zusammensetzung der P II-Probe wird in der Diskussion ausfiihrlich

aufgegriffen.

Gegeniiber Harnstoff und Hydrolyse wiesen die Per a 3-Isoformen eine sehr hohe Stabilitét
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 Rontgenkristallstruktur 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 bestitigte sich, dass die Algorithmen zur Vorhersage
theoretischer potentieller antigener Epitope nicht geeignet sind, um allergene Epitope
vorherzusagen und keinesfalls die experimentelle Epitop-Bestimmung ersetzten konnen. Die
hauptsidchliche Lokalisation der allergenen Epitope an der Oberfldche der Isoformen bietet
eine Moglichkeit, dass durch die hexamere Oligomerisierung die Multivalenz der Isoformen

und daran gekoppelt, die Allergenitit der Per a 3-Proteine erhoht 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 Ergdnzung zu den Charakterisierungs-

arbeiten von Brown et al. [198, 214] bzw. werden spéter 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 anschlieBende biochemische Charakterisierung umfasste u.a. die Molekular-
gewichtsbestimmung des nativen und denaturierten Proteins und damit eng verbunden,
Aussagen zur Tertidr- und Quartérstruktur der Arginin-Kinase. Es wurde iiberpriift in wieweit
Per a 9 in der Schabenhimolymphe vorhanden ist und Ahnlichkeiten zu den Per a 3-Major-
allergenen bestehen. AbschlieBend wurde die Allergenitit von Pera9 anhand der

Leukotrienausschiittung 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 ausfiihrlich dargelegt. Um das isolierte 39 kDa-Protein beider Reinigungs-
prozeduren eindeutig als Pera9 identifizieren zu konnen, wurde das Protein massen-
spektrometrisch untersucht. Diese massenspektrometrischen Daten wurden von ||| | ||
- (_, Institut fiir Immunologie, Johannes Gutenberg-Universitit 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 eingefarbt 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 fiir diese Massenspektrometrie verwendete Protein wurde nach Protokoll 2 gereinigt; die
massenspektrometrische Analyse des 39 kDa-Proteins aus Protokoll 3 ermdglichte ebenfalls
eine eindeutige Zuordnung zu Per a 9 und ist lediglich im Anhang (Abschnitt 8.2.5) auf-
gefiihrt.
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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-Sequenzidentitdt. Per a 9 wies zur Arginin-Kinase von Blattella germanica eine 97%ige Sequenzidentitit
auf.

Fir 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 Lifopenaeus vannamei, Hom g= CAA48654, Arginin-
Kinase aus Homarus gammarus.
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Eine Ubersicht iiber die von GeneDoc ermittelten AS-Identititen und -Ahnlichkeiten sind in
Tabelle 3-7 aufgefiihrt.

Pera9 | Blag

Tabelle 3-7: Aminosiure-Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten aus dem Arginin-Kinase-Alignment
(Abb. 3-67).

Die Auftragung entsprach der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile stellte den Anteil der identischen
Aminosduren dar, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminoséuren und die dritte Zeile jeweils den
Anteil der Liicken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern wurden die Angaben in Form der
Aminosdureanzahl und bei den weil} 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-
Sequenzidentitit aufwies. Die hochste Ubereinstimmung mit 97% Identitit und 98%
Ahnlichkeit zeigten dabei die Arginin-Kinasen der beiden Schabenspezies Periplaneta
americana und Blattella germanica. Durch diese hohen Sequenzidentititen 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 fiir 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 [1/(g*cm)]. Dieser Extinktionskoeffizient wurde als Grundlage fiir die Bestimmungen
der Proteinkonzentrationen anhand von Absorptionsmessungen von Pera9 verwendet.

Insgesamt stellten die aromatischen Aminosduren Tyrosin (13), Tryptophan (3) und
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Phenylalanin (16) lediglich 8.9% der Gesamtaminosduren (356) dar. Dieser Anteil entspricht

dem eines durchschnittlichen Proteins [319].

3.4.2 Proteinausbeute

Mit der in Abschnitt 3.2 durchgefiihrten Reinigung der Schabenextrakte, konnte Per a9
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 fiir
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 hoheren Ausbeute ist zukiinftig trotz der lingeren

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 auflerordentlich gut mit dem aus der Sequenz
errechneten Molekulargewicht von 39.74 kDa.

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

Fir die softwaregestiitzte Molekulargewichtsbestimmung wurde Quantity One verwendet. Auf dieser
denaturierenden PAGE wurden 3.2 ug Per a9 aufgetragen. Bei der mit einem Pfeil gekennzeichneten
Proteinhauptbande handelte es sich um Pera9 mit einem Molekulargewicht von 39+ 1kDa. Bei der
zusétzlichen 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 konnten ebenfalls auf
Per a 9-Fragmente oder eventuell auf Fremdproteine zuriickzufiihren sein.

Bei der zusitzlichen Proteinbande bei 27 kDa handelte es sich um proteolytisch gespaltenes
Per a 9, welches ebenfalls massenspektrometrisch identifiziert wurde. Die zugehdrigen Daten
sind im Anhang aufgefiihrt (Abschnitt 8.2.4). Die Proteinbanden bei 35 kDa und 30 kDa
konnten ebenfalls auf Per a 9-Fragmente oder eventuell auf Fremdproteine zuriickzufiihren

sein (Abb. 3-68).

Seite 174



3 Ergebnisse: Pera 9

Fiir die Uberpriifung der Oligomerisierung der Arginin-Kinase, wurde das native Molekular-
gewicht von Per a 9 im Gleichgewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge bestimmt.
Hierfiir 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 fiir je 24 h zentrifugiert. Wie im
Abschnitt 2.8.2 dargelegt, wurden die Konzentrationsverldufe mit dem Global Fit-
Algorithmus analysiert und ausgewertet. In Abb. 3-69 A wurden von einer Probenzelle
(,,channel*) die Messdaten (Punkte) in Uberlagerung mit den Fit-Daten (Linien) und in der
Teilabbildung B die Abweichungen der Berechnungen von den Originaldaten (,,residuals®)
dargestellt. Die Standardabweichung (o) fiir diesen Fit betrug 9.0377%107 und die Varianz
(c?) 8.168*10°.
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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 fiir 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
Uberpriifung fiir 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 Abhingigkeit zum relativen Radius (x*-radius?)
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 Abhéngigkeit zum

relativen Radius. Die Standardabweichung (o) fiir diesen Fit war 9.0377*10” und die Varianz () betrug
8.168*10°.

Diese Analyse ergab fiir Per a 9 ein natives Molekulargewicht von 35 kDa.
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Diese Analyse ergab fiir Per a 9 ein natives Molekulargewicht von 35 kDa. In Ermangelung
weiterer nativer Molekulargewichtsbestimmungen bzw. eines Referenzproteins mit be-
kanntem nativem Molekulargewicht, konnte fiir 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 zuriickzufiihren. 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 konnen, wurden die Sedimentations-
eigenschaften in der analytischen Ultrazentrifuge (Abb. 3-70) und die Molekiilgroe mittels
dynamischer Lichtstreuung betrachtet (Abb. 3-71).
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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 stirker werdenden Riickdiffusion 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 (Syow).

C) Dargestellt wurde der Verteilungsplot der Sedimentationskoeffizienten von Per a 9. Der Graph liel neben
der eindeutigen Homogenitdt der Probe zusétzlich erkennen, dass fiir dieses Protein eine
konzentrationsabhingige Sedimentation sowie eine Aggregation wihrend der Sedimentation ausgeschlossen
werden konnte.
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Fiir 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,
einschlieBlich Auswertung, sind in Abb. 3-70 dargestellt.

Insgesamt trat im Laufe der Sedimentation eine immer stirkere Riickdiffusion auf, die sich
sowohl im Abflachen der Sedimentationsfronten als auch in der Spreizung des ,,Fachers® im
Extrapolationsplot bemerkbar machte (Abb. 3-70 A, B). Dennoch konnte der korrigierte
Sedimentationskoeffizient (S;ow) eindeutig mit 3 S bestimmt werden und der Verteilungsplot
lieB zusidtzlich den Riickschluss zu, dass eine monodisperse Probe vorlag, die weder
ausgesprochen konzentrationsabhidngig sedimentierte, noch wihrend des Laufs aggregierte
(Abb. 3-70 C).

Fir die Bestimmung der Molekiildimensionen wurde in der dynamischen Lichtstreuung
(DLS) 0.5 mg/ml Per a 9 in Schabenpuffer D im Messmodus ,,Size* vermessen (Abb. 3-71).
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Abb. 3-71: GroBlenverteilung von Per a9 im Abhingigkeit zum Volumen in der dynamischen Licht-
streuung.

Hierzu wurden 0.5 mg/ml Pera 9 in Schabenpuffer D bei 20°C im Messtyp ,,Size” vermessen und fiir die
Auswertung die standardméBige Viskositit von Wasser bei 20°C eingesetzt. Die Streudaten lieferten eine
GroBenverteilung in Abhingigkeit zur Menge von 31.2 A bis 135 A, dessen Durchschnittswert bei 55.4 A lag.

Fir die Auswertung wurde die Viskositit von Wasser bei 20°C beriicksichtigt. Die
Grofenverteilung in Abhdngigkeit zur Menge ergab dabei fiir Per a 9 eine GroBenverteilung
von 31.2 A bis 135 A mit einen durchschnittlichen GréBendurchmesser von 55.4 A (Abb.
3-71). Die einzelnen Details dieser Messung sind im Anhang aufgefiihrt (Abschnitt 8.4).
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3.4.5 Disulfidbriicken

Aus der Sequenzanalyse von Pera9 ging hervor, dass in dem Protein fiinf Cysteine
vorhanden waren. Um zu iiberpriifen in wieweit diese Cysteine im Protein tatséchlich
Disulfidbriicken ausbildeten, wurde reduziertes (+) und nicht-reduziertes (-) Per a 9 auf
denaturierenden SDS-Gelen im Hinblick auf deren elektrophoretische Beweglichkeit
analysiert (Abb. 3-72). Fiir die reduzierte Probe wurde dabei Denaturierungspuffer
verwendet, wohingegen fiir die nichtreduzierte Probe der Anteil an B-Mercaptoethanol im

Denaturierungspuffer durch Wasser ersetzt wurde.
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Abb. 3-72: Analyse von Disulfidbriicken bei Per a 9 auf einer 7.5%igen SDS-PAGE in nicht-reduzierter
(-) und reduzierter (+) Form.

Die Proben wurden mit und ohne f-Mercaptoethanol versetzt und fiir 10 min bei 95°C denaturiert. Pro Bande
wurden 50.7 pg Pera 9 auf zwei getrennten Gelen aufgetragen. Die Fiarbung erfolgte mit der Coomassie-
Féarbung.

A) Per a 9 in Abwesenheit von f-Mercaptoethanol.
B) Per a 9 in Gegenwart von B-Mercaptoethanol.

Per a 9 zeigte in Abhéngigkeit zum Redoxzustand keinerlei Laufunterschied auf der SDS-PAGE. Somit
bildeten die fiinf Cysteine in Pera9 erstaunlicher Weise keine intramolekularen Disulfidbriicken aus.
Zusétzlich war auf beiden Gelen der fiir Pera 9 typische Lagerungseffekt in Form von mindestens einer
zusitzlichen 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 unabhingig vom
Redoxzustand war (Abb. 3-72). Somit bilden die fiinf Cysteine in Per a 9 erstaunlicher Weise
keine intramolekularen Disulfidbriicken aus. Intermolekulare Disulfidbriicken 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 stirker werdende Proteinbande

Seite 178




3 Ergebnisse: Pera 9

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 fiir die 27 kDa-Bande gezeigt wurde (Abschnitt 8.2.4). Somit schienen
Proteasen in der Losung das Per a 9 sukzessive proteolytisch zu verdauen, wodurch auch die
deutliche Diskrepanz zwischen aufgetragener Proteinmenge und Bandenstirke zu erkldren
war (Abb. 3-72).

3.4.6 Absorptionsspektren
Um zu tiberpriifen, 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 Wellenldngenbereich von 350 nm bis 700 nm vergrofBert
dargestellt, um die zuséitzlichen Absorptionsmaxima bei 408 nm und 575 nm hervorzuheben. Hierbei musste
jedoch beriicksichtig werden, dass deren Absorption um 97% bzw. 99% geringer ist als die bei 280 nm. Da
diese Maxima in der Literatur fiir 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 fiir aromatische Aminoséuren typische
Absorptionsmaximum bei 278 nm auf (Abb. 3-72). Zusétzlich zu diesem ausgepragten Peak
wurden zwei, jedoch sehr schwach ausgeprigte Maxima bei 408 nm und 575 nm im
Absorptionsspektrum beobachtet (Abb. 3-72 rechts). Diese Maxima traten unabhédngig 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 Himolymphe
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, wire eine Gewinnung von Per a 9 aus einem Hadmolymphextrakt sinnvoll.

Um zu tiberpriifen, ob Per a 9 {iberhaupt in der Himolymphe vertreten war, wurden Crude-
Extrakt und Hamolymph-Extrakt im Western-Blot-Verfahren untersucht. Da es im Rahmen
dieser Arbeit leider nicht mehr mdglich war, polyklonale Antikérper gegen Pera9 zu
generieren, wurde in diesen Vorexperimenten die immunologische Detektion mittels anti-

Periplaneta americana Haimolymph-Antikorper (anti-P.a. HL-AK) vorgenommen.

Hierzu wurden die Proben auf einer 7.5%igen SDS-PAGE aufgetrennt, anschlieBend
geblottet und iiber indirekte Antikdrpermarkierung detektiert. Als Kontrolle der Protein-
banden wurden diese auf einem identischen Referenzgel aufgetragen und mit der Coomassie-
Farbung angefirbt (Abb. 3-74).
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Abb. 3-74: 7.5%ige SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot zur Detektion von Per a 9 in der
Héamolymphe (anti-Periplaneta americana HL-AK).

Es wurden je 1 pg Per a9, 16 pg CE und 18 pg HL-2 auf die SDS-PAGE aufgetragen. Als Marker wurde der
BioRad-Proteinstandard verwendet. Das Referenzgel wurde mit der Coomassie-Farbung gefarbt und die
iibrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Priméarantikdrper wurde anti- Periplaneta americana
Hamolymph-Antikérper (anti-P.a. HL-AK) 1:100000 und als Sekunddrantikorper anti-rabbit-IgG-AK mit
gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 mit Blockldsung verdiinnt verwendet.

Auf dem Referenzgel war eindeutig zu erkennen, dass das gereinigte Per a 9 zum Zeitpunkt der Verwendung
bereits vollstindig proteolytisch abgebaut war. Daher wurde fiir diese Experimente auf den Crude-Extrakt
(CE) und die Hamolymphe (HL) zuriickgegriffen. Im Bereich von Per a 9 (auf SDS-PAGE eingekreist)
wurden sowohl im Crude-Extrakt als auch in der Himolymphe Proteinbanden vom anti-P.a. HL-AK erkannt.

Das Referenzgel zeigte eindeutig, dass die Per a 9 Probe zum Zeitpunkt dieser Experimente
bereits vollstindig proteolytisch verdaut war. Offensichtlich war es iiber die Reinigungs-

prozeduren nicht gelungen, Proteasen aus dem Crude-Extrakt vollstindig abzutrennen. Ein
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Eintrag an Proteasen wire auch von AuBlen moglich gewesen, war jedoch unter Bertick-
sichtigung der iibrigen intakt isolierten Proben weniger wahrscheinlich. Somit konnten diese
Untersuchungen iiber das Vorkommen von Per a 9 in der Hadmolymphe lediglich an
Hamolymph- und Crude-Extrakten stattfinden, indem das Laufverhalten von Pera 9 auf
SDS-Gelen und nativer PAGE beriicksichtigt wurde.

Fiir eine eindeutige Zuordnung des Molekulargewichts auf dem Western-Blot von auf SDS-
Gelen getrennten Proben wurden der BioRad-Proteinstandard nach der Ponceau S-Féarbung
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-Antikorpern 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
fiir das elektrophoretische Laufverhalten von Pera 9 auf der nativen PAGE eine silber-
gefarbte native PAGE direkt nach der Aufreinigung von Per a 9 herangezogen. In Ermange-
lung eines geeigneten Proteinstandards wurde auch fiir Per a 9 auf den Eurypelma-Marker
zurlickgegriffen. Dieser ermoglichte keinerlei Aussage iliber die Oligomerisierung oder
Eigenschaften von Per a 9, ermdglichte aber iiber den Vergleich der elektrophoretischen

Beweglichkeit auf den nativen Gelen eine eindeutige Zuordnung von Per a 9 in den Extrakten
(Abb. 3-75, Kreis).

Seite 181



3 Ergebnisse: Per a 9

E N E a N
< < <
5 5 > 5
= /&~ CE HL =~ /&~ CE HL &
24-mer - e
7-mer — —
6-mer | — b
ff ,
: -
A — . B
Coomassie-Farbung anti-P.a. HL-AK Silberfiarbung

Abb. 3-75: 7.5%ige native-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot zur Detektion von Per a 9 in der
Himolymphe (anti-P.a. HL-AK).

A) Fiir die native-PAGE wurden wie bei der SDS-PAGE je 1 ug Per a 9, 16 pg CE und 18 pg HL-2 im
Verhéltnis von 2:3 mit BPB auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde Eurypelma-Marker verwendet. Das
Referenzgel wurde mit der Coomassie-Farbung gefarbt und die {ibrigen Proben im Western-Blot Verfahren
geblottet. Als Primdrantikdrper wurde anti-P.a. HL-Antikdrper 1:100000 und als Sekundérantikorper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdiinnt verwendet.

Auf dem nativen Referenzgel bestitigte sich der vollstindige proteolytische Abbau des gereinigten Per a 9.
Per a 9 wurde im CE zusétzlich durch den eingekreisten Bereich gekennzeichnet.

B) Als Referenz fiir das elektrophoretische Laufverhalten von Per a 9 auf der nativen PAGE wurde eine
silbergefirbte 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. Fiir diese PAGE wurden 6.1 pg Per a 9 im Verhéltnis 3:4
mit BPB aufgetragen und mit der Silberfarbung nach Nesterenko angefarbt.

Pera9 wies ein &hnliches elektrophoretisches Laufverhalten wie die Hdmocyanin-Untereinheit g von
Eurypelma californicum auf. Zusatzlich zur Proteinhauptbande war eine weitere distinkte Proteinbande auf
Hoéhe der be-Hamocyanin-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 Himolymphe Proteinbanden vom anti-
P.a. HL-AK erkannt. Daraus konnte riickgeschlossen werden, dass es sich bei Pera9 mit hoher
Wabhrscheinlichkeit nicht um ein Himolymph-Protein handelte.

Auf dem Coomassie-gefdarbten Referenzgel war eindeutig zu erkennen, dass die Per a 9-
Bande lediglich im Crude-Extrakt angefarbt wurde (Abb. 3-75). Und auch der anti-P.a. HL-
AK erkannte keine Bande auf Hohe 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-Farbung
bestdtigt (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 lieBen den Riickschluss zu, dass es sich bei Per a 9 um ein Crude-Extrakt
Protein handelte, da auch eine Detektion mit dem HL-spezifischen Antikoérper nicht gelang.

Somit ist ausgehend von einem Hamolymph-Extrakt eine Per a 9-Reinigung nicht moglich.
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Fiir eine endgiiltigen Bestétigung, dass Per a 9 auch nicht in sehr geringen Konzentrationen
in der Hamolymphe vorhanden ist, sollte eine Analyse der mit (polyklonalen) anti-Per a 9-

Antikdpern angeschlossen werden.

3.4.8 Ahnlichkeit zu Per a 3-Proteinen
In der allergologischen Praxis spielen Kreuzreaktionen von Allergenen eine wichtige Rolle.
Aus diesem Grund wurden die Ahnlichkeiten -und damit eng verbunden- die Kreuz-

reaktionen zwischen Per a 9 und Per a 3-Proteinen untersucht (Abb. 3-76).

Hierzu wurden erneut Himolymph- und Crude-Extrakte in denaturierter (Abb. 3-76 A) und
nativer Form (Abb. 3-76 B) elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend die Bindung
zweier gegen die Per a 3-Isoformen gerichtete Antikorper (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 [I-AK an die Per a 3-Isoformen wurde in
Abb. 3-76 mit * gekennzeichnet und zeigte erwartungsgemil3 die stirkste Bandenfarbung.
Die Analyse diese AK-Bindung an die Per a 3-Isoformen wurde in Abschnitt 3.3.2.6
ausfiihrlich 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). Zusitzlich zeigten diese Western-Blot-Experimente, dass beide Antikorper
offensichtlich auch denaturierte Proteine in der Gro3enordnung von Per a 9 erkennen konnten
(Abb. 3-76 A, mit Pfeil gekennzeichnet). Da zum Zeitpunkt dieser Versuche die gereinigte
Pera 9 Probe vollstindig proteolytisch verdaut war, konnte lediglich mit den Extrakten
gearbeitet werden. Bei diesen bestand die Problematik, dass bei 39 kDa zusétzlich zu Pera 9

weitere Proteine vorhanden sein konnten.
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Abb. 3-76: SDS-PAGE (A) und native PAGE (B) mit anschlieBendem Western-Blot zur Detektion von
Per a 9 in der Himolymphe.

A) 7.5%ige SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot. Fiir diec SDS-PAGE wurden je lpg Pera?9,
16 pg CE und 18 pg HL-2 auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde der BioRad-Proteinstandard verwendet.
Das Referenzgel wurde mit Coomassie geférbt, die tibrigen Proben im Western-Blot-Verfahren geblottet. Als
Primérantikérper wurden anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK 1:100000 und als Sekundirantikorper anti-
rabbit-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase 1:1000 verdiinnt 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 1I-AK-Bindung beobachtet wurde (mit Pfeil gekennzeichnet). Offensichtlich kénnen beide AK auch
denaturierte Proben in der Grof3enordung von Per a 9 erkennen (mit Pfeilen gekennzeichnet).

B) 7.5%ige native PAGE (pH 8.8) mit anschlieBendem Western-Blot. Fiir die native PAGE wurden wie bei
der SDS-PAGE je I pug Per a 9, 16 ug CE und 18 pg HL-2 im Verhéltnis von 2:3 mit BPB auf das Gel
aufgetragen. Als Marker wurde Eurypelma-Marker verwendet. Die Referenzgele wurden mit der Coomassie-
Féarbung geférbt und die iibrigen Proben im Western-Blot Verfahren geblottet. Als Priméirantikorper wurden
anti-Per a 3.03-AK bzw. anti-P II-AK 1:100000 und als Sekundérantikdrper anti-rabbit-IgG-AK mit gekoppel-
ter alkalischer Phosphatase 1:1000 mit Blockldsung verdiinnt 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 vollstindig proteolytisch abgebaut war. Im CE
wurde Per a 9 zusitzlich 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
hoherer Quantitit im Crude-Extrakt zu erwarten gewesen wire als in der Himolymphe. Bei
den AK-Féarbungen 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-Antikdrpern 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-

Antikorpern durchgefiihrt werden.

In nativer Form wurde Per a 9 eindeutig weder vom anti-Per a 3.03-Antikorper noch vom
anti-P II-Antikorper erkannt (Abb. 3-76 B). Somit stimmten bei Per a 3 und Per a 9 auch
keine diskontinuierlichen Epitope {iberein, sodass klinisch-relevante Kreuzreaktionen bei den

nativen und auch denaturierten Allergenen als unwahrscheinlich einzustufen sind.

3.4.9 Bestimmung der Leukotrienausschiittung durch Stimulation mit
Pera9

Ein wichtiger Punkt fiir die Einstufung eines Proteins als klinisch relevantes Allergen ist u.a.
dessen Fahigkeit, die zweite Phase der Immunantwort einzuleiten, indem es rezeptor-
gebundene IgE-Antikorper miteinander kreuzvernetzt und somit z.B. bei Basophilen die

Freisetzung von Leukotrienen bewirken kann.

Die Leukotrienausschiittung wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von -
- an der Hautklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitit, Mainz von
Diplom-Biologin _ 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 durchgefiihrt (Abb. 3-77).
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Abb. 3-77: Leukotrien (LT)-Ausschiittung bei einem gegen Periplaneta americana sensibilisierten
Spender gegeniiber Per a 9 in vier unterschiedlichen Konzentrationen.

50 pl Allergen wurden zu 200 pl 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-Antikorper.

Bei einer Konzentration von 1 pg/ml Per a 9 lag die Leukotrien (LT)-Ausschiittung noch
unterhalb des Basalwertes. Mit steigender Allergenkonzentration war jedoch ein Anstieg der
Leukotrienausschiittung zu verzeichnen. Bei 100 pg/ml Per a 9 wurde eine fiir Basophile

offensichtlich toxische Allergenkonzentration erreicht.

Diese Stichprobe deutete darauf hin, dass es sich bei Per a 9 tatséchlich 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
Sequenzidentititen von Kreuzreaktionen innerhalb der Invertebraten-Arginin-Kinasen aus-

zugehen.
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4 DISKUSSION

Durch die ubiquitdre Verbreitung der Amerikanischen Schabe sowie der mit dem Menschen
eng verkniipften Lebensweise spielen die Allergene von Periplaneta americana fir 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 fiir
Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Spezies, wohingegen Pera3 aus mehreren
Griinden ein sehr interessantes Allergen ist. Zum einen ist es das einzige bekannte Allergen
aus der Klasse der Hexamerine und zum anderen zdhlt es durch seine hexamere
Oligomerisierung auch zu den groBten bekannten Allergenen. Um diesen Punkten gerecht zu
werden, wird Per a 3 im Folgenden zunichst als oligomeres Allergen und anschliefend in
seiner Einstufung und Funktion als Hexamerin diskutiert. Ebenso wird die Zusammensetzung
der P II-Oligomere erortert. Nachfolgend wird auf die in den Extrakten beobachtete
Diphenoloxidase-Aktivitidt eingegangen und abschlieBend die Ergebnisse der Charakteri-

sierungen von Per a 9 im Kontext der Literatur betrachtet.

4.1 Pera3

Fiir 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 Hidmolymph- und Crude-Extrakten der Amerikanischen
Schabe unterschiedliche Reinigungsprotokolle unter Beriicksichtigung von Praktikabilitit,
Reinheit und Ausbeute fiir 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].

Fir 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 Immunogenitit und Allergenitdt 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 FEinstufung 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 mogliche Zusammensetzung der P II-Oligomere

wird abschliefend erortert.
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4.1.1 Per a3 in seiner Funktion als Allergen

Wie zu Beginn dieser Arbeit kurz erldutert, ist trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung
bis heute die Frage ungeklart, 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 beriicksichtigt werden, dass diese Datenbank keinen
Anspruch auf Vollstindigkeit besitzt, wie u.a. das Fehlen von Per f7 (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 Schliisselfunktion eines Allergens das Vorhandensein einer Enzymaktivitét, wie
sie z.B. viele Milben-Allergene aufweisen [42, 320, 321]. Das in diesem Zusammenhang am
besten untersuchte Allergen ist Derp 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 fiir Per a 3 noch fiir zahlreiche andere
potente Allergene wurde bisher eine Enzymaktivitdt nachgewiesen, sodass die Enzym-

hypothese verworfen werden musste [44, 95, 155].

Auch konnten fiir Allergene bisher weder ubiquitdre lineare noch ubiquitire diskontinuier-

liche (konformationelle) Epitope ausgemacht werden [34, 306].

Bekannt ist, dass Allergene korperfremde Proteine sind, die nicht zwingend glykosyliert sein
miissen und im Falle einer Glykosylierung auch kein allgemeingiiltiges (Glykosylierungs-)

Muster aufweisen [34].

Als weitere wichtige Punkte fiir die Allergenitit von Proteinen wird deren GroBe und
Stabilitit diskutiert. Denn je grofler und fremder ein Protein ist, desto hoher ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass es beim Kontakt mit dem Menschen als fremd erkannt wird und eine

Immunantwort auslost [1].

Die Proteinstabilitét kann bei einem Allergen zwei wichtige unterschiedliche Auswirkungen
haben: ist ein Allergen gegeniiber Proteolyse ausgesprochen stabil, so wird es in der
eigentlichen Sensibilisierungsphase in den Lyososomen antigenpriasentierender Zellen (APC)
nicht proteolytisch gespalten und kann dadurch auf den MHC Klasse II-Molekiilen auch nicht
effizient présentiert werden. Ist ein Allergen jedoch hinsichtlich seiner Tertidr- und/oder
Quartarstruktur nicht ausreichend stabil, konnte dies zum Verlust von Konformations-

epitopen fiithren und dariiber einen Einfluss auf die IgE-Kreuzvernetzung haben [323].
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Ein weiterer interessanter Punkt fiir 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 Allergenitét zeigten
(Tabelle 1-3). Diese flihrten die Autoren auf einen distinkten Aminosdureaustausch von
Serin 409 (Per a 3.0202) gegen Prolin 332 (Per a 3.0203) zuriick [143].

Da in meiner Arbeit mit Per a 3.03 eine neue Per a 3-Isoform isoliert werden konnte, wurde
dessen Immunogenitit erstmals bestimmt (Abschnitt 3.3.2.8) und wird im Folgenden im
Kontext der Isoallergene betrachtet. Eine Bestimmung der Allergenitit von Per a 3.03 war

aufgrund der limitierten Proteinmenge in dieser Arbeit nicht mehr moglich.

4.1.1.1 Immunogenitit und Allergenitit der isolierten Per a 3-Isoformen

Bis vor kurzem existierten lediglich eine in vitro und eine in vivo Studie beziiglich der
Immunreaktion auf partiell gereinigtes Per a 3 [138, 144]. Diese immunologische Charakteri-
sierung konnte in enger Zusammenarbeit mit der _ 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 {iber eine
G-150 SF-GroBenausschlusssdule (SEC) aufgetrennt wurde [144]. Der Trennbereich dieser
GroBenausschlusssdule lag mit 5-150 kDa allerdings deutlich auBlerhalb der hexameren
Per a 3-Isoformen (Abb. 3-31), sodass diese im Ausschlussvolumen der Sdule zusammen mit
samtlichen Proteinen, die schwerer als 150 kDa waren eluierten. Hierzu konnte z.B. auch
Vitellogenin zdhlen, ein hexameres Protein mit etwa 596 kDa, welches geschlechtsspezifisch
und entwicklungsabhingig in Weibchen exprimiert wird. Es setzt sich aus 2x3 Unterheiten a
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 Himolymphe 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 bestitigt
[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 Prézipitationsbogen auf [108]. Da in diesem Test gepooltes humanes Serum mit
radioaktivem lod gelabeltem anti-human-IgE-Antikdrper verwendet wurde, konnte daher auf
neun in Cr-PI enthaltene Allergene zuriickgeschlossen werden [108]. Mit hoher Wahrschein-
lichkeit handelte es sich dabei nicht um neun allergene Per a 3-Isoformen, sondern vielmehr
um zusdtzliche in Cr-PI enthaltene Allergene. Somit konnte durch die rudimentér gereinigte
Probe die in diesen Untersuchungen beobachtete Reaktion weder mit Sicherheit alleine auf

Per a 3 zuriickgefiihrt werden, noch wurden die Per a 3-Isoformen getrennt betrachtet.

In Ergénzung und zur Spezifizierung dieser Ergebnisse wurde in enger Zusammenarbeit mit
der |G voor I ¢ vcitcre in vitro Studie durchgefiihrt, in der die
gereinigten Isoformen Per a 3.03 und P II differenziert betrachtet wurden [19]. Hierbei wurde
die Immunogenitit von PII und erstmalig die von Pera 3.03 iiber Bestimmung der
Proliferation und Cytokinproduktion von T-Helferzellen und die Cytokinproduktion von
dendritischen Zellen (DC) bestimmt (Abschnitt 3.3.2.8).

Fiir die Bestimmung der Proliferation wurden allergenbeladene DC mit CD4'-T-Zellen
inkubiert und der Einbau von 3[H]—Thyrnidin gemessen (Abb. 4-1).
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Abb. 4-1: Vergleich der Proliferationsinduktion durch die isolierten Per a 3-Isoformen [verindert nach
19].

Die allergenbeladenen dendritischen Zellen (DC) wurden mit autologen CD4'-T-Zellen inkubiert. Die
Proliferation wurde nach fiinf Tagen Cokultur iiber den Einbau von °[H]-Thymidin bestimmt. Als
Positivkontrolle diente 1 pg/ml Tetanustoxoid (TT) und zur Normierung als Negativkontrolle unbehandelte
DC.

Bei einer Allergenkonzentration von 36 pg/ml induzierte P II eine fast doppelt so hohe Proliferation wie
Per a 3.03 und schien somit ein stirkeres Immunogen zu sein als Per a 3.03.

Der Vergleich der Proliferationsindices ergab dabei, dass bei hohen Allergenkonzentrationen
(36 pg/ml) der Proliferationsindex von P II fast doppelt so hoch war wie der von Per a 3.03.

Bei niedrigeren Allergenkonzentrationen (1 pg/ml und 6 pg/ml) war dieser Unterschied nicht
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mehr so deutlich ausgepriagt (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 dhnliche Beobachtung wurde bei der Untersuchung der Cytokinproduktion von T-
Helferzellen (IL-4, IL-5, IL-10 und IFN-y) gemacht. Hierzu wurden CD4"-T-Zellen mit
allergenbeladenen DC in Cokultur stimuliert und die sezernierten Cytokine im Uberstand
bestimmt. Bei niedrigen Allergenkonzentrationen konnte bei den Isoformen kein Unterschied
in der Cytokinproduktion beobachtet werden, wohingegen bei hohen Allergenkonzen-
trationen P II eine deutlich hohere IL-4-Produktion induzierte als Per a 3.03. Auch war bei

Per a 3.03 das IL-4/IFN-y-Verhéltnis geringer als bei P 11 [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 pg/ml) als auch
hohen Allergenkonzentrationen (36 pg/ml) in reifen DC viel stirker 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 Zellkulturiiberstand noch dessen Synthese
nachgewiesen werden [19, 326, 327]. Dadurch, dass die Cytokinproduktion jedoch
konzentrationsabhédngig 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 hoheres immunogenes Potential aufweist als
Per a 3.03 [19].

Beim Polymorphismus von Allergenen ist durchaus interessant, welche Isoform tatséchlich
eine Rolle bei der Allergenitit dieser Proteine spielt [143]. Ein Vergleich der Allergenitét der
isolierten Per a 3-Isoformen fehlt bislang und konnte aufgrund der limitierten Per a 3.03-
Menge in dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Als mdglicher Test zur Beurteilung
dieser Allergenitdt konnte bei Per a 3.03, ebenso wie bereits fiir P II durchgefiihrt z.B. in
vitro die Leukotrienausschiittung in einem Basophilen-Aktivierungstest bestimmt werden
[19]. In diesem Test induzierte P II bei Allergikern sehr deutlich und auch konzentrations-
abhingig die Freisetzung von Leukotrienen, sodass diese Probe als vollstindiges Allergen

anzusehen ist.

4.1.1.2 Einfluss der hexameren Oligomerisierung auf die Imnmunogenitit und
Allergenitit 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 Immunogenitit und

Allergenitit der Per a 3-Isoformen ein sehr wichtiger Forschungsansatz. Dieser wurde in

enger Zusammenarbeit mit der _ von _ 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 Immunogenitét {iber Bestimmung der Proliferation und
des Cytokinmusters von T-Helferzellen sowie der Vergleich der Allergenitét iiber Be-
stimmung der Leukotrienfreisetzung im Basophilen-Aktivierungstest [19, 273]. Im Hinblick
auf die Antigenpridsentation wurde aullerdem die Internalisierung der nativen bzw. disso-
ziierten Hdmolymph-Proteine (hauptsdchlich aus Per a 3-bestehend, als HL-Per a 3 bezeich-
net) analysiert sowie die Stabilitit 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 hohere 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].

5 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Dissoziat

Hexamere

Abb. 4-2: Internalisierung von Fluoreszenz-markierter Himolymphe in dissoziierter und hexamerer
Form [273].

Die Proteine wurden mit Alexa Fluor®488 markiert und sind in dieser Abbildung in griin dargestellt. Die
unreifen DC wurden mit LysoTracker Red-99 markiert und sind in rot dargestellt. 10 pg/ml Allergen wurde zu
den unreifen DC zugegeben und die Internalisierung innerhalb der ersten Stunde verfolgt. Die Gelbfarbung 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 zusétzlich 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 Uberstand bestimmt. Ein deutlicher konzentrationsabhingiger
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Anstieg der IFN-y-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 verstirkt sezerniert wurden. Dadurch wird eine Th2-

Differenzierung und -Proliferation préferiert.

Somit hat die Quartérstruktur der Per a 3-Proteine einen deutlichen Einfluss auf die Art der

induzierten Immunantwort [19, 273].

Die Quartérstruktur nimmt auferdem Einfluss auf die Allergenitét der Per a 3-Proteine: im
Basophilen-Aktivierungstest induzierten die Hexamere eine hohere Leukotrienausschiittung
als das Dissoziat (Abb. 4-3). Somit sind die Per a 3-Proteine in hexamerer Form potentere

Allergene als in dissoziierter Form [19, 273].
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Abb. 4-3: Leukotrienausschiittung im Basophilen-Aktivierungstest nach Stimulation mit nativer bzw.
dissoziierer Himolymphe [273].

PBMCs von Periplaneta americana-sensibilisierten Spendern wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen
an nativer (Hexamer) und dissoziierter (Monomer) Per a 3-H&molymphe stimuliert und die Leukotrienaus-
schiittungs mittels ELISA nach 40 Min. bestimmt.

Die hexameren Proben bewirken insbesondere bei hohen Konzentrationen eine hohere Leukotrienausschiittung
als die dissoziierten monomeren Proben.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass dissoziiertes Per a 3 ein geeigneter Kandidat fiir

eine Immuntherapie sein konnte und hexameres Per a 3 ein potenteres Allergen ist.

Auch in der Literatur wird -jedoch mit differierenden Ergebnissen- von einem Einfluss der
Struktur (Primér- bis Quartérstruktur) auf die Immunogenitdt und Allergenitit u.a. von
Bet v 1 berichtet [z.B. 328, 329].

In einer Studie von Schdll et al. war lediglich dimeres und nicht monomeres Bet v 1 in der

Lage eine positive Hautraktion auszulosen, wodurch ausschlieBlich die dimere Bet v 1-Form
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als Allergen wirkte [329]. Im Unterschied zu dieser Studie wurde fiir rekombinantes
oligomeres Bet v 1 gezeigt, dass es eine Proliferation bei T-Helferzellen und PBMCs von
Bet v 1-Allergikern ausloste 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 fiir eine Kreuzvernetzung

sterisch ungiinstig sei.

Auch z.B. fiir Dau ¢ 1 (aus der Mdhre), 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
Allergenitét beobachtet. Dabei fiihrte nicht nur eine Dissoziation, sondern insbesondere die

Zerstorung der nativen Struktur zu einer verminderten Allergenitét [318, 335-340].

Die Oligomerisierung eines Allergens kann offensichtlich unterschiedliche Auswirkungen
auf die Allergenitit des Proteins haben: zum einen kann durch die Oligomerisierung die
Multivalenz der Allergene erhoht werden, was die Kreuzvernetzung von IgE-AK begiinstigt
und somit die Allergenitdt erhoht. Zum anderen kann es durch die Oligomerisierung auch zu

sterischen Behinderungen bei der Antikorper-Bindung kommen, sodass die Allergenitit
vermindert wird [329, 334].

Auch auf Ebene der Antigenprdsentation, respektive der T-Zell-Erkennung, wurde ein
Einfluss der Quartérstruktur auf die Immunogenitit beobachtet. So ist z.B. bei dimerem
humanem Choriongonadotropin die T-Zell-Erkennung gegeniiber der dissoziierten Form
deutlich reduziert [341, 342]. Dabei bleibt zu beriicksichtigen, dass auf Ebene der T-Zell-
Erkennung aufgrund des Mechanismus der Antigenpridsentation 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-Stabilitét

der Proteine einen wichtigen Einfluss auf deren Allergenitit [136, 323].

Insgesamt belegen die bisherigen Studien durchaus einen Einfluss der Quartérstruktur auf die
Immunogenitdt und auch Allergenitit, liefern jedoch teilweise widerspriichliche Ergebnisse,
sodass dringend auch bei weiteren multimeren Allergenen, wie z.B. Ara h 1 und Ara h 2 (aus

der Erdnuss), der Einfluss der Quartérstruktur untersucht werden sollte.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse scheint es daher nicht ausreichend, dass bei den
immunologischen Studien von Wu und Mitarbeitern lediglich rekombinantes Pera 3
verwendet wurde, von dem zuvor weder die korrekte Faltung noch die hexamere
Oligomerisierung Uberprift wurde [138, 140, 142, 143]. Solche Kontrollen wéren wichtig
gewesen, da bei rekombinant hergestellten Proteinen weder die strukturelle noch die

funktionelle Integritit vorausgesetzt werden kann [345].

Aus diesem Grund ist zu empfehlen, dass in nachfolgenden Experimenten zusitzlich zur

Bestimmung der Allergenitét von Per a 3.03 die strukturelle Integritdt rekombinanter Per a 3-
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Isoformen basierend auf den Ergebnissen der in dieser Arbeit und meiner Diplomarbeit
durchgefiihrten biophysikalischen Charakterisierungen iiberpriift wird [148]. Solche rekom-
binanten Schabenallergene konnten insbesondere im Hinblick auf hypoallergene Mutanten
eine wichtige Grundlage fiir die Behandlung der Schabenallergie, insbesondere einer sicheren
Immuntherapie darstellen [44, 114, 346].

4.1.1.3 Bisherige Behandlungsmoglichkeiten

Die bisherigen Behandlungsmdoglichkeiten der Schabenallergie bestehen im Wesentlichen aus
der Vermeidung von Allergenkontakt -was sich als duBBerst schwierig erweisen kann- und der
iiblichen medikamentdsen Behandlung der Allergie-Symptome z.B. mit Antihistaminika [95,
105, 347]. Fiir die Behandlung von Insektenstich-Allergien wird eine Immuntherapie schon

seit vielen Jahren erfolgreich angewendet [348].

Uber 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-Antikor-
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 moglichst gering zu halten, empfiehlt es
sich, nicht auf kommerziell erhéltliche Crude-Extrakte und somit Allergengemische
zurlickzugreifen, sondern die relevanten Allergene in gereinigter Form zu verwenden.
Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wiirde sich dafiir dissoziiertes Per a 3 empfehlen
[19]. Neben der aufwindigen Reinigung aus einem nativen Extrakt heraus, wiren 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 Himocyanin-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 dhnlichen Proteinen Kreuzreaktionen zu erwarten sind
und bisher weder ein mit Per a 3-kreuzreagierendes Allergen, noch zusétzlich zu Per a 3 ein
weiteres Allergen aus der Familie der Hexamerine bekannt ist. Die potentielle Funktion der
Hexamerine ist von groflem Interesse, da dariiber das Vorhandensein und die Expression

allergener Per a 3-Isoformen sowie deren Auftreten im Hausstaub erklédrt werden konnten.
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Unsere biochemischen und biophysikalischen Charakterisierungen der isolierten Per a 3-
Isoformen [148, 292] ermdglichten die Zuordnung dieser Proteine in die Klasse der
Hexamerine. Hexamerine sind zusammen mit den Hexamerin-Rezeptoren, Arthropoden-
Hidmocyaninen, Phenoloxidasen und Cryptocyaninen in der Hamocyanin-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 ausfiihrlich vorgestellt und diskutiert wurde
[152, 153, 351-355].

Hamocyanin-

Superfamilie

(Arthropoda)

Héamocyanine Hexamerine Hexamerin- Cryptocyanin Phenoloxidasen
(Arthropoda) (Insecta) Rezeptor (Crustacea) (Arthropoda)
(Diptera)

Abb. 4-4: Einordnung der Hexamerine in die Himocyanin-Superfamilie.

Die Mitglieder diese Familie stammen von einem gemeinsamen Vorlduferprotein ab und weisen trotz
(teilweise) unterschiedlicher Funktionen deutliche sequenzielle und strukturelle Gemeinsamkeiten auf [152,
353, 356].

Mitglieder dieser Familie stammen von einem gemeinsamen Vorlduferprotein 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 Pera3 als Allergen
klassifiziert. Auch klinisch relevante Kreuzreaktionen von Per a 3 mit Mitgliedern dieser
Familie sind bisher nicht in der Literatur beschrieben. Lediglich vom Hadmocyanin aus
Limulus polyphemus ist bekannt, dass es als Hapten-Carrier-Protein ein potentes Antigen ist
[357, 358]. Auch das Mollusken-Hamocyanin KLH aus der Schliissellochschnecke
Magathura crenulata findet als Hapten-Carrier-Protein  Anwendung [359, 360]. Eine
Besonderheit dieses Hdmocyanins -welches allerdings nicht zur Hamocyanin-Superfamilie
zahlt- 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 Oberfliche von Blasentumoren, sodass KLH sogar
medizinische Anwendung bei der Behandlung der oberfldchlichen Harnblasenkarzinome
findet [362-366]. Zu den Per a 3-Proteinen weist KLH mit 3% eine vernachldssigbar geringe
Identitit auf (Alignment nicht gezeigt), sodass nicht von sequenzbasierten Kreuzreaktionen

zwischen diesen Proteinen auszugehen ist.
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Insgesamt wurden aufBlerhalb des Stammes der Arthropoden bisher keine Proteine
identifiziert, die mit den Mitgliedern der H&mocyanin-Superfamilie eindeutige Sequenz-
identitiiten teilen [154, 351]. Da u.a. sequenzielle und/oder strukturelle Ahnlichkeiten die
Basis fiir Kreuzreaktionen darstellen, ist fiir zukiinftige Untersuchungen zu empfehlen, mit
Per a 3-kreuzreagierende Proteine zundchst innerhalb der Hamocyanin-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-
méBig die bisher identifizierten Hexamerine aus Schaben den Ergebnissen der Pera 3-

Charakterisierung gegeniibergestellt.

4.1.2.1 Die Familie der Hexamerine

Die Familie der Hexamerine umfasst miteinander verwandte Insekten-Hdmolymph-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 erfiillt (Abb. 3-31, Abb. 3-32).

Die bisher bekannten Hexamerine werden u.a. basierend auf ihrer Aminosdure-Zusammen-
setzung in vier Gruppen unterteilt: Arylphorine, die iiber 15% Tyrosin und Phenylalanin
besitzen, weibchenspezifische Methionin-reiche Proteine, die liber 4% Methionin besitzen
sowie die Riboflavin-Bindungsproteine und Juvenil-Hormon-regulierte Proteine ,,juvenile
hormone-suppressible proteins®, die beide in ihrer Aminosidure-Zusammensetzung unauf-
féllig sind (Abb. 4-5) [146, 153, 154, 222, 356, 370-376].

Hexamerine (Insecta)

Arylphorine Methionin-reiche Riboflavin- Juvenil Hormon-
115% Vi ool Proteine Bindungsproteine regulierte Proteine
Phenylalanin >4% Methionin (JSP)

Abb. 4-5: Unterteilung der Hexamerin-Familie.

Die Hexamerine werden in vier Gruppen unterteilt, von denen die Arylphorine und Methionin-reiche-Proteine
gegeniiber den Riboflavin-Bindungsproteinen und den Juvenil-Hormon-regulierten Proteinen eine auffillige
Aminosdure-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 €;30nm=1.44 [I/(g*cm)] auf und besitzen in ihrer
Sequenz 16.6% bzw. 17.3% Tyrosin und Phenylalanin. Somit zdhlen sie innerhalb der

Hexamerine eindeutig zu den Arylphorinen [138, 148§].

Aufgrund des hohen spezifischen Extinktionskoeffizienten von Pera 3.03 bei 280 nm
(€280nm=1.65 [l/(g*cm)]) ist davon auszugehen, dass auch diese sequenziell unbekannte
Isoform zahlreiche aromatische Aminosduren besitzt und dadurch zu den Arylphorinen
gezéhlt werden kann [148].

4.1.2.2 Konservierte Merkmale der Hexamerine

Da der hohe Anteil der aromatischen Aminoséduren ein namengebendes Charakteristikum der
Arylphorine ist, ist dariiber 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 iberpriifen, 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 Aminoséduren
in gelb (Tyr, Y), blau (Trp, W) und griin (Phe, F) kenntlich gemacht (Abb. 4-6). Unter
Beriicksichtigung der hohen Sequenzidentititen und der damit eng korrelierten @hnlichen
Faltung von Hexamerinen und Himocyaninen [283] ist in diesem Alignment zusétzlich die
fiir Arthropoden-Hdamocyanine charakteristische Doménenstruktur 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.

LR LR TN e 2D

WLI LAT!TEVAYIS ] TQEYMTFIT
mktalv =] dy adk f1 4grd 1rl r g n dg ezl YOI

LT LE P E|

RDRGNEGHE6Y2f3 AvFhReD d GLPPPYEGyPYLFVd d‘-.-’I Avkyumk g

* =18
RRGERD K
o H]

R EGE MY T34l o]

I LERLSHEL B

Soll
) A Ej=H -
) A RT -
) WVESY PDHEY PMYENY T

D6knYe4RVedaID5GYaFdeh pvsLYhD

mY TnfDl5Y

DoT SN.

MEAS

GKY.

wKrElh fQ4YKanPRY DEL FpGVKEENVDVGKLyTYFe 5d Sﬁdnaﬁyﬁ ed

GKTVIeRnShdSSEES dSSRtl 4 B dAngK 257 DEsh YCGYPEnLLEPKGKkGGQt

Y
H
EQEE

rKSPDlKPlGSPFDRkGyS dFy T PHMYFED

5TFYV6VTPYVKQDeHDFEPYnYKaFSYCGVG

685
631
733

BEE

VEISHEEYJES th

64

65

122
73
130

124
138
195

259
203
260

302
Z4a
325

346
290
320

410
355
455

475
420
520

539
485
585

604
550
650

BEY
615
715

Die Proteinsequenzen wurden inklusive Signalpeptid mit ClustalX 1.83 alignt und mit Hilfe von GeneDoc 2.6
ausgewertet. Die aromatischen Aminosduren sind farbig hinterlegt und die aus dem Hdmocyanin bekannte
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Doménenstruktur in orange (1. Doméne), blau (2. Doméne) und rot (3. Doméne) gekennzeichnet. Der im
Hexamerin von Blaberus discoidalis vorhandene Einschub in der zweiten Doméne liegt in der Tertarstruktur
wahrscheinlich an der Proteinoberflidche [377]. Die Pfeile kennzeichnen die Positionen der Histidine, die bei
Hamocyaninen das aktive Zentrum koordinieren. Fiir 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 Ubersicht iiber die AS-Sequenz-Identititen und -Ahnlichkeiten des Alignments gibt
Tabelle 4-1.

Per a 3.01 | Per a 3.0201

Per a 3.01

Per a 3.0201

Bla d Hx

Tabelle 4-1: Aminosiure-Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten aus dem Schaben-Hexamerin-Alignment
(Abb. 4-6).

Die Auftragung entspricht der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile gibt die Identititen der
Aminosduren an, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosduren und die dritte Zeile jeweils den
Anteil der Liicken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern sind die Angaben in Form der
Aminosdureanzahl und bei den weil} hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.

Wie in der Literatur fir Hexamerine beschrieben, ist auch bei diesem Alignment eine
Héufung der Aromaten in der zweiten Doméne (blau) zu beobachten, die allerdings im
Vergleich zur dritten Domine (rot) nicht stark ausgeprigt ist [222]. Auffillig ist allerdings,
dass in der dritten Domine die aromatischen Aminosduren stirker konserviert zu sein
scheinen als in den beiden anderen Domédnen (Abb. 4-6). Ob dies in Zusammenhang zu der
besonderen Struktur der dritten Domine steht, die sich bei Arthropoden-Hdmocyaninen aus
einem siebenstrangigem antiparallelem B-Faltblatt zusammensetzt [352] und damit der

Faltungsstruktur von Immunglobulinen (IgG) dhnelt [378], bleibt zu iiberpriifen.

Im Hinblick auf die Funktion der Himocyanine als Sauerstofftransportproteine ist zudem die
zweite Doméne von Interesse. Diese weist bei Himocyaninen ein vier-a-Helix-Biindel auf,

welches die sechs Histidine beinhaltet, die das aktive dinucledre Kupfer-Zentrum
koordinieren [226, 285, 352, 379, 380].

Trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten in der Himocyanin-Superfamilie sind innerhalb der

Hexamerine die meisten dieser sechs Histidine nicht konserviert [353, 356, 381-384].
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Dies gilt auch fiir die Per a 3-Isoformen und das Hexamerin von Blaberus discoidalis
(Bla d Hx). Bei diesen sind fiinf (Per a 3.01) bzw. alle sechs der zur Kupfer-Koordination
benotigten Histidine substituiert. Im Alignment in Abb. 4-6 sind die Positionen dieser

Austausche mit Pfeilen gekennzeichnet.

Durch diese Substitutionen haben Hexamerine die Fahigkeit verloren Sauerstoff zu binden
[151]. Auch fiir die nicht vollstdndig sequenziell bekannte Per a 3-Isoform Per a 3.03 konnte
iiber Absorptionsmessungen bei 340 nm bestdtigt werden, dass in diesem Protein kein

oxygeniertes Kupfer-Zentrum vorhanden ist (Abschnitt 3.3.2.5).

Bei der Hexamerin-Familie ist insgesamt die Variabilitdt auf Sequenzebene deutlich héher
als innerhalb der funktionell festgelegten Hdmocyanine [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 wéhrend
der Evolution der Hexamerine die einzige Limitierung [151]. Das mit der Oligomerisierung
einhergehende Molekulargewicht von ca. 500 kDa ermoglicht es den Hexamerinen dem
schnellen Turnover kleinerer Proteine zu entgehen und auf diese Weise ohne grof3e
Veridnderungen des osmotischen Druckes eine grole Anzahl an Aminosduren zu speichern
[153].

4.1.2.3 Hexamerine in der Unterordnung der Schaben

In den folgenden Abschnitten werden zunichst die fiir 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. AnschlieBend werden mdglichen 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 zunichst 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]. Spéter 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 liickenhaft. 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 Siidamerikanischen 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 liickenhaften biochemischen und —physikalischen Charak-

terisierung dieser Hexamerine sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst.

Spezies Mr-nativ | Mr-UE S-Wert | Anteil an Referenzen
aromatischen AS

Periplaneta | 512 kDa 80 kDa 19S 148

americana = s kba | 73kDa | 17 16.8% Tyr + Phe + Trp | 138
(Pera3.01), 148
16.5% Tyr + Phe + Trp

(Per a 3.0201)

Blattella 476 kDa 80 kDa 198 15.4% Tyr + Phe 389
germanica (370 kDa) (73 kDa) (17 5) (390)
Blatta 5079bis | 88.1kDa | 18S 25.1% Tyr + Phe + Trp, | 388, 391
orientalis 519.3kDa | 84 kDa

Periplaneta 16 S 387
australisae

Supella 16 S 387
longipalpa

Blaberus 86.1 kDa 21% Tyr + Phe 222
discoidalis

Tabelle 4-2: Identifizierte und teilweise charakterisierte Hexamerine aus verschiedenen Schabenspezies.
Die eingeklammerten Werte wurden der eingeklammerten Referenz entnommen. Bis auf Pera 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 flir 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 I[I-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 liickenhaften biophysikalischen Charakterisierung sind die Hexamerine aus den
Schaben auch funktionell noch nicht umfassend untersucht, sodass in den folgenden Ab-

schnitten, in denen die moglichen Funktionen der Hexamerine néher erldutert werden, soweit
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moglich der Forschungsstand der Schaben-Hexamerine beriicksichtigt wurde. Ansonsten

wurde auf den Wissenstand von Hexamerinen aus anderen Ordnungen zuriickgegriffen.

Die Funktion dieser Proteingruppe ist von groem Interesse, da iiber das Vorhandensein und
die Expression allergener Per a 3-Isoformen deren Auftreten im Hausstaub und die Allergen-

exposition bei Patienten zu erkléren sind.

4.1.2.4 Allergene Hexamerine als Speicherproteine?

Wie bereits erldutert, wurden die ersten Hexamerine als Larven-spezifische Proteine
identifiziert. Als primédre Funktion dieser Hexamerine wird bis heute die Verwendung als
Speicherproteine angesehen. D.h. sie werden vom Insekten-Fettkdrper synthetisiert, akkumu-
lieren in auBergewohnlich hohen Mengen in der Hdmolymphe und dem Fettkdrper und
dienen wihrend der Metamorphose als Energielieferant und als Quelle fiir Aminoséuren [z.B.
147, 153, 222, 392-399]. Obwohl hemimetabole Insekten kein Puppenstadium durchschreiten
sind auch fiir diese Tiere Speicherproteine von hoher Wichtigkeit, da sie kurz vor bis nach

der Hiutung die Nahrungsaufnahme einstellen [147, 388].

Insgesamt sind in Insekten offensichtlich verschiedene Serumproteine des Hexamerin-Typs
vertreten: Larven-spezifische Hexamerine, die entwicklungsabhingig 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
erlautert 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 Hautung
die groBte Proteinmasse in der Schabenhdmolymphe darstellen, von denen einige bereits kurz
nach der Hautung in der Himolymphe kaum noch nachgewiesen werden kénnen [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 konnte es sich eventuell in Periplaneta americana um ein solches Larven-
spezifisches Protein handeln: diese Per a 3-Isoform war anteilsmiBig gegeniiber P II und
gegeniiber der ersten verwendeten Hamolymphcharge in deutlich reduzierter Menge im
Extrakt vorhanden, was auf eine stadienspezifische Expression hinweisen konnte (Abschnitt

3.1.2); allerdings wére auch eine geschlechtsspezifische Expression denkbar.

Um diese Theorie zu iiberpriifen, sollte der Per a 3.03-Gehalt iiber SDS-PAGE und/oder
Western-Blot mit anti-Per a 3.03-Antikdrpern bei einzelnen Individuen stadien- und

geschlechtsspezifisch tiberpriift werden. Diese Ergebnisse wiirden nicht nur zur Aufklarung
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der Funktion dieses Hexamerins beitragen, sondern wéren auch ein wichtiger Bestandteil im

Hinblick auf das Spektrum der Allergenexposition.

Generell ein wichtiger Punkt vor allem der bei Periplaneta americana durchgefiihrten
entwicklungsabhidngigen Untersuchungen ist das Vorhandensein von Vitellogenin in der
Schabenhdamolymphe, welches bereits in Zusammenhang mit der von Wu et al.
aufgereinigten Cr-Pl-Fraktion angesprochen wurde (Abschnitt 4.1.1). Vitellogenin ist ein
stark entwicklungsabhingiges Protein, welches weibchenspezifisch wihrend der Vitello-
genese exprimiert wird [324, 389, 401]. Dessen natives Molekulargewicht von 596 kDa ist
dem der Hexamerine sehr dhnlich [324], sodass insbesondere bei alteren Studien ohne
Sequenznachweis oder spezifische Antikorper-Detektion nicht auszuschlieBen 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 Aminosduren aufweisen (Alignment nicht gezeigt). Diese
Vitellogenine enthalten mit 6% bis 10% auch nur einen geringen Anteil an aromatischen
Aminosduren. Nicht auszuschlieBen ist allerdings, dass einzelne Aminosduren der
Hexamerine zum Aufbau der Vitellogenine herangezogen werden und dariiber eine Asso-

ziation von Hexamerinen, Reproduktion und Vitellogenese gegeben sein kann [402].

Hexamerine in adulten Tieren

Zusitzlich zu diesen stark entwicklungsabhingigen Hexamerinen wurden bei Dipteren z.B.
bei der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata ein Hexamerin identifiziert, welches in der
Himolymphe auch mindestens bis ins frithe adulte Stadium vorhanden bleibt [403]. Ahnliche
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 Hadmolymph-Protein berichtet, welches in nicht zu vernachldssigenden
Mengen in adulten Individuen noch bis einen Monat nach der letzten Hiutung nachgewiesen
werden konnte [387, 389, 400].

Der hohe Proteinanteil von P II in dem Hiamolymph-Extrakt von Periplaneta americana, der
sich aus der Himolymphe verschiedenen Entwicklungsstadien von Weibchen und Minnchen
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 kdnnten
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 fiir Pera3 erst kiirzlich nachgewiesen wurde, dass es auch mit den Fékalien der
Amerikanischen Schabe ausgeschieden wird [53], wiirden durch das Vorhandensein
unterschiedlich exprimierter Hexamerine, Per a 3-Allergene entwicklungsunabhéngig 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 Fettkorper, Entlassung in die Hamolymphe und Reabsorption in den
Fettkorper auch nur fiir 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 bestétigt werden.

Zusitzlich zur Rolle als Speicherprotein werden fiir Hexamerine in Insekten weitere
mogliche 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
mogliche Nachweismethoden fiir Per a 3 angeschnitten. Insbesondere der Einbau von Per a 3
in die Cuticula wire ein entscheidender Faktor im Hinblick auf die Allergenexposition der

Patienten.

4.1.2.5 Rolle als Transport- bzw. Ligandenbindungsprotein

Eine mogliche Funktion der Hexamerine wird im Transport- bzw. bei der Bindung von
Liganden vermutet. Einige Hexamerine wie z.B. aus der Motte Hyalophora cecropia konnen
kleine organische Metabolite wie Riboflavin oder Biliverdin mit hoher Affinitit binden [409,
410]. Eventuell konnen Hexamerine auch als Transporter fiir Phenole oder cuticuldre
Proteine dienen, die zur Hypodermis transportiert und fiir die Polymerisation und Braunung
der Cuticula bendtigt 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 konnte eine dhnliche 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 Himocyaninen auf ein
oxygeniertes Kupferzentrum, sondern eventuell auf gebundenes Riboflavin hinweisen kdnnte
[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 tatsachlich in der Lage ist solche
organischen Metabolite zu binden, konnte mittels isothermer Titrationskalorimetrie unter
Zugabe der Metabolite liberpriift werden. In Anbetracht der limitierten Per a 3-Menge konnte
dieser Versuch jedoch nicht mehr durchgefiihrt werden.
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4.1.2.6 Rolle bei der Inmunabwehr

Zusitzlich zur Funktion als Speicher- und Transportproteine wird fiir Hexamerine ebenfalls
eine Beteiligung bei der Immunabwehr diskutiert. Bei der Immunabwehr von Insekten kann
zwischen einer zelluldren Reaktion in Form von Phagocytose und einer humoralen Reaktion
unterschieden werden [413]. Fiir 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]. AuBlerdem stehen fiir

die humorale Reaktion weitere antibakterielle Peptide zur Diskussion [415].

Von Mitgliedern der Himocyanin-Familie ist u.a. bei Pennaeus vannamei und P. stylirostris
bekannt, dass in der Himolymphe antifungale Peptide unterschiedlichen Molekulargewichts
vorhanden sind, die eine 95%ige bis 100%ige Sequenzidentitit zur C-terminalen Doméne
(dritte Doméne) des Himocyanins aufweisen [416, 417] [415]. Diese Fragmente waren in der
Héamolymphe verstérkt durch eine mikrobielle Infektion induzierbar (Abb. 4-7) [417].

Absorbance (405 nm)

i Kontrolle
l O Hc-Fragment
A__I N\ ﬂ
24 48 i)

0 3 6

Time post-injection (h)

Abb. 4-7: Konzentrationsanstieg des C-terminalen Fragments von Himocyanin in der Himolymphe
von Pennaeus vannamei nach mikrobieller Injektion [417]. Die mikrobielle Infektion fiihrte nach 6 Tagen
zu einem maximalen Anstieg des C-terminalen Fragments von Himocyanin in der Himolymphe der Tiere.

Vom Hidmocyanin aus Eurypelma californicum ist ebenfalls bekannt, dass die erste Doméne
der Untereinheit a offenbar als 45 kDa-Peptid abgespalten werden kann und eventuell in die
Immunabwehr der Arthropoden involviert sein konnte [418]. Weitere diesbeziigliche

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 néher bestimmten
Bedingungen eine solche Bande bei ca. 45 kDa beobachtet werden, die ebenfalls vom anti-
Per a 3.03- bzw. anti-P II-Antikorpern erkannt wurde (Abb. 3-41). Diese Bande wurde in
dieser Arbeit nicht weiter identifiziert, sollte jedoch, um die Rolle von Pera3 bei der
Immunabwehr der Schaben ndher beleuchten zu konnen, als potentielles antimikrobielles
Peptid z.B. durch Wachstumshemmung und Hemmbhofbildung diverser Pathogene im Loch-
plattentest untersucht werden. Ein dhnliches Experiment wurde bereits von Dorothea Nillius

in unserem Institut mit fragmentiertem Hdmocyanin von Eurypelma californicum durch-
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gefiihrt, 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 Hamolymphe ein 600 kDa-Protein (nativ) induziert wurde. Zusitzlich 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 konnte 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 konnten.

Insgesamt wird trotz der noch liickenhaften Datenlagen die Beteiligung an der Immunabwehr
in Arthropoden als mogliche funktionelle Verbindung zwischen den Mitgliedern der

Héamocyanin-Superfamilie diskutiert [351].

4.1.2.7 Rolle als Strukturproteine: Einbau in die Cuticula

Eine weitere mogliche Funktion von Hexamerinen konnte beim Einbau in die Cuticula als so-
genannte Strukturproteine zu finden sein. Da Insekten sich in ihrer Entwicklung immer
wieder hauten, konnten allergene Hexamerine iiber die Exuvien und den Zerfall der Tiere im

Hausstaub akkumulieren.

Um den Einbau dieser Proteine in die Cuticula besser nachvollzichen zu kénnen, wird im
Folgenden zunichst der Aufbau der Insektencuticula und anschlieend deren Zusammen-

setzung erldutert.

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 enthdlt im Wesentlichen das Polysaccharid Chitin
sowie Hydratwasser und Proteine. Die Exocuticula enthilt ebenfalls Chitin und Proteine,
jedoch zusitzlich auch Diphenole, wie z.B. N-Acetyldopamin (NADA), die iiber oxidative
Polymerisation zur Sklerotisierung und auch zur Braunung dieser Schicht beitragen [421,
422]. Diesen Schichten aufliegend befindet sich die Epicuticula, die zum GroBteil 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 konnen [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 iiber Phenoloxidasen mit
Diphenolen kreuzvernetzt werden konnen (,,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 frithen 70iger Jahren festgestellt, dass
die in die Cuticula eingebauten Proteine urspriinglich aus der Himolymphe stammten [411,
426-430]. Fox und Seed hatten bei Periplaneta americana als erste mindestens zwei solcher
Héamolymph-Proteine gefunden, die sogar mit unverdnderten antigenen Determinanten in die
Cuticula eingebaut wurden. Eine genauere Identifizierung dieser Proteine als iiber Immun-

diffusion hatten die Autoren jedoch nicht vorgenommen [411].

Einen weiteren Hinweis auf den Einbau von Hamolymph-Proteinen in die Cuticula lieferte
bei Periplaneta americana die Beobachtung, dass sich der Proteingehalt und die Protein-
Zusammensetzung in Abhéngigkeit zu den Hautungszyklen verdndert [411]. Bei Blatta
orientalis konnte von Kunkel and Lawler demonstriert werden, dass die Hexamerin-
konzentration zwei Tage vor der Hautung 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 zihlt, konnte
die Synthese der Pera 3-Proteine -zumindest einer der isolierten Isoformen- &hnlich
entwicklungsabhingig stattfinden. Eine dhnliche Hypothese wurde fiir die Per a 3-Proteine
bereits in dem Abschnitt 4.1.2.4 formuliert.

Ein weiterer Punkt, der fiir die mdgliche 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 Proteinoberflidche lokalisiert sind, kdnnen iiber Hydroxy-
lierung und Oxidation direkt kovalent miteinander verkniipft werden oder auch iiber nieder-
molekulare phenolische Verbindungen (die zu ortho-Diochinonen oxidiert werden) mit-

einander verbriickt werden [434]. Dass Hexamerine durchaus z.B. von Tyrosinasen effizient
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kreuzvernetzt werden kénnen, konnte durch in vitro Studien eindeutig gezeigt werden [435,
436]. Als weiteres Indiz dafiir, dass auch die Per a 3-Allergene kreuzvernetzt werden kénnen
ist die Beobachtung der 250 kDa grof3en Proteinbande auf SDS-Gelen, die von anti-P I[I-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 Fettkérper synthetisiert wird, mussten diese in die Cuticula eingebauten
Hexamerine aus der Himolymphe stammen und wurden nicht z.B. von der Epidermis neu
synthetisiert [438, 439].

Auch von anderen Mitgliedern der Hamocyanin-Superfamilie sind &hnliche Ergebnisse

hinsichtlich der Kreuzvernetzung und dem Vorkommen in der Cuticula bekannt [381].

Das Hamocyanin von Penaeus japonicus wurde in der Endo- und Exocuticula der Tiere
nachgewiesen [440]. Und auch das Hamocyanin von Eurypelma californicum konnte nicht
nur aus der Spinnen-Cuticula extrahiert werden, sondern die Hdmocyanin-Untereinheiten

konnten sogar in Gegenwart phenolischer Substanzen und einer Tyrosinase quervernetzt
werden (Abb. 4-9) [434, 441].

E M S. antibioticus-Tyrosinase:

150 M 1 2 3 4
75 /;___- { ? 250 ,__
50 ¥ } 150 g
37 / )

100

—

A B - =

50

Abb. 4-9: Nachweis (A) von Himocyanin (Hc) in der Cuticula von Eurypelma californicum und (B) der
Quervernetzung von Himocyanin durch Tyrosinasen [434].

A) Western Blot der extrahierten Proteine aus Exuvien von Eurypelma californicum. Als primdrer AK
wurden institutseigene polyklonale AK gegen dissoziiertes Furypelma-Hdmocyanin verwendet. E= Ringer-
Extrakt (konzentriert), M= BioRad-Proteinstandard. Die Pfeile markieren die detektierten Himocyanin (Hc)-
Banden. Die Molekulargewichte des Markers sind in kDa angegeben.

Aus den Exuvien konnten Himocyanin bzw. Fragmente von Hc extrahiert werden [434].

B) 7.5%ige SDS-PAGE von iiber eine Tyrosinase kreuzvernetze Himocyanine. M= BioRad-Protein-
standard, 1= Hc (frisch), 2= Hc (inkubiert), 3= Hc + Tyrosinase, 4= Hc + Tyrosinase + 33 uM L-Tyrosin, 5=
Hc + Tyrosinase + 33 uM L-Tyrosin + 33 uM L-DOPA.

In Gegenwart der Tyrosinase kann Himocyanin zu hoher molekularen Proteinbanden kreuzvernetzt werden.
Die Proteinbanden bei 140 kDa in den Spuren 3, 4 und 5 wurde eindeutig dimerem Hémcyanin zugeordnet.
Bei den hochmolekularen Banden von iiber 150 kDa konnte es sich um weitere Hdmocyanin-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 Abhingigkeit zu den Hé&utungszyklen in der
Hamolymphe akkumulierte. Kurz vor der Hautung wurde es aus der Himolymphe depletiert
und gelangte iiber die Epidermis in die Endocuticula, wo es iiber Antikdrper nachweisbar war
[442]. Kurz nach der Hautung war es auch noch in der Exocuticula nachweisbar, wurde
spater aber offenbar, im Unterschied zum Hexamerin aus Calliphora viccina derart
proteolytisch gespalten, dass die antigenen Determinanten zerstdrt wurden, sodass der Nach-
weisantikorper nicht mehr binden konnte [396, 437, 442].

Auch fiir die Per a 3-Proteine wére es interessant dhnlich angelegte Experimente iiber eine
mogliche Kreuzvernetzung und den Nachweis der Per a 3-Isoformen in der Cuticula durch-
zuftihren. Der Einbau von intaktem Per a 3 in die Schabencuticula wére ein gravierender
Faktor im Hinblick auf die Allergenexposition. Da sich die Amerikanische Schabe bis zur
adulten Lebensform bis zu 14 mal hautet [443], konnten die Allergene aufgrund der Exuvien

auch noch nach der Schabenbekdmpfung nachhaltig im Hausstaub akkumulieren.

Zusammenfassend gibt es fiir die Per a 3-Isoformen verstirkt 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
konnten. Mit Per a 3.03 konnte moglicherweise ein entwicklungsabhéngiges 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 IT

Als zentrales Ergebnis dieser Arbeit stellten sich die massenspektrometrischen Ergebnisse
der isolierten Per a 3-Isoformen heraus (Abschnitt 3.3.2.1). Die urspriinglich gewdhlten
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

Ubersicht der verwendeten und veralteten Bezeichnungen gibt Tabelle 4-3.

aktuelle zusitzliche in dieser interne
Bezeich- Arbeit verwendete Zusammensetzung veraltete Referenzen
nung Bezeichnung Bezeichnung
80kDa-Per a 3- Neue, sequenziell Abschnitt
Hora sl Isoform unbekannte Isoform Pera 3.l 3.3.2.1,148
- - Pera 3.01 (C12

Pl 73kDa-Pera 3 (€12) Pera32 | 148

Isoform Per a 3.0301 (C20)

Alle Proteine im CE
Cr-PI --- von Periplaneta - 108
americana > 150 kDa

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, lieBen sie
keinen Riickschluss auf die Verhiltnisse dieser Isoformen in P II zu. Theoretisch moglich
wiren daher, wie bereits in den Ergebnissen kurz angesprochen, drei prinzipiell unterschied-

liche Zusammensetzungen von P 1II:

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 GroBenausschlusschromatographie, noch in
Sedimentationsldufen in der analytischen Ultrazentrifuge war es moglich, 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) kdnnte
auf unterschiedliche Glykosylierungen zuriickgefiihrt werden, die bei einer SDS-PAGE zu
einer verringerten Mobilitdt filhren und somit ein erhohtes apparentes Molekulargewicht
ergeben [444]. Ausgehend von der Sequenz besitzen Pera 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 tatsdchlich 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 moglich und sollte daher mit den gereinigten Isoformen erneut iiberpriift 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 zuriickgefiihrt werden. Somit ist 2. auszuschlieBen, dass sich

P II aus einem homogenen Gemisch aus heterogenen Per a 3-Hexameren zusammensetzt.

Ebenfalls in der 2D-Immungelelektrophorese konnte bestitigt werden dass 2. auszuschlieSen
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 [I-AK je zwei Prizipitationsbdgen unterschieden werden konnten (Abb.
3-44, Immungel 7 und 8).

Diese Prazipitationsbdgen unterschieden sich deutlich in ihrer Auspriagung (Ho6he), sodass
entweder davon ausgegangen werden musste, dass die in P II enthaltenen Isoformen in unter-
schiedlichen Konzentrationsverhiltnissen in P II vorhanden waren oder deutlich differierende
Oberflachenepitope aufweisen mussten. Diese Fragestellung konnte jedoch durch diesen

Versuch nicht eindeutig beantwortet werden.

Ein weiteres Indiz auf die unterschiedliche P II Zusammensetzung lieferten die Stabilitdts-
experimente gegeniiber 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-gefarbten Gel angefarbt 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) lie} diese Beobachtung den Riickschluss zu, dass dieser Antikorper
offenbar lediglich an eine der P II-Isoformen gut binden kann und zwar an die, die gegeniiber
Protonen eine geringere Stabilitit aufwies. Die P IlI-Isoform, die auf dem Coomassie-
gefarbten Gel weiterhin gut als Hexamer zu beobachten war, konnte Peak 2 des Immungel 7
(Abb. 3-44) entsprechen und weist die hohere pH-Stabilitit auf. Bei Heterohexameren,
bestehend aus Per a 3.01- und Per a 3.0201-Untereinheiten wéren weder eine so deutlich
unterschiedliche AK-Bindung (Kreuzreaktivititen) noch pH-Stabilititen zu erwarten

gewesen. Somit waren 2. und 3. auszuschlie3en.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse liegt daher die Schlussfolgerung nahe, dass in P II
das unter 1. erlduterte 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 iiber-

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 fiithrt zu repetitiven Epitopen, die die allergene Potenz der Per a 3-Proteine erh6hen
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konnen, wie die Untersuchungen von Hexameren und Dissoziat u.a. im Basophilen-
Aktivierungstest ebenfalls bestétigten (Abschnitt 3.3.2.8).

4.1.4 Phenoloxidase-Aktivitit

Wie bereits angesprochen, werden fiir die enzymatische Kreuzvernetzung der Proteine in der
Cuticula Phenoloxidasen und Phenole benétigt. 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 erldutert und in

Zusammenhang zu der in den Extrakten gemessenen Diphenoloxidase-Aktivtét diskutiert.

In Insekten, wie in der Amerikanischen Schabe, kommen mindestens zwei unterschiedliche
Phenoloxidasen vor: zum einen eine Phenoloxidase, die als Prophenoloxidase hauptsédchlich
in der Himolymphe, respektive der Himocyten der Tiere auftritt [290] und zum anderen eine
Laccase, die in der linken Collateraldriise 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, mafgeblich
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
konnen sowohl enzymatisch als auch nichtenzymatisch weiter zu Melanin polymerisieren
[270, 452, 453]. Eindringende Mikroorganismen und Parasiten konnen durch Aktivierung
dieser Phenoloxidase z.B. in ein Melaninnetz eingekapselt und unschédlich gemacht werden
(Abb. 4-10) [415, 454].

Crustaceen und
Arthropoden

Invasion eines
fremden Organismus

- L1 nusisser - -
Oberflachenstrukturen Prophenoloxidase der Hamocyten
von Mikroorganismen wird freigesetzt und aktiviert
Eliminierung der Pathogene durch :
Einkapselung in Melanin Melaninsynthese zur
Wundheilung
Intermedidrprodukte der Melanin-
synthese (Chinone) wirken bakterizid

Abb. 4-10: Schematische Darstellung des Immunsystems von Arthropoden [415].

Fiir die angeborene Immunitét ist bei den meisten Arthropoden das Prophenoloxidase-System ein wichtiger
Faktor [415].
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Somit ist diese Diphenoloxidase ein zusétzlicher und wichtiger Bestandteil der in Abschnitt
4.1.2.6 erlauterten Immunabwehr von Insekten. Ebenso wie z.B bei den Himocyaninen 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

erhohte Melanisierungsrate in der Schabenhdmolymphe [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 Substratspezifitit aufweist und zusétzlich zu
ortho-Diphenolen auch para-Diphenole umsetzen kann [460]. AuBBerdem 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 konnen [461].

In meiner Arbeit konnte sowohl in der Himolymphe als auch im Crude-Extrakt durch den
Umsatz von Dopamin eine Diphenoloxidase-Aktivitit bei Periplaneta americana nach-
gewiesen werden. Wobei im Crude-Extrakt interessanter Weise diese Aktivitit nur nach einer
gelchromatographischen Trennung beobachtet werden konnte; eine Monophenoloxidase-
Aktivitit konnte in keinem der Extrakte nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1.6). Die
beobachtete Aktivitdt war weder durch das Einfrieren und Auftauen der Extrakte noch durch
die Zugabe von SDS beeinflusst, wie es fiir die Phenoloxidase aus P. americana beschrieben
ist [231]. Eine Inhibition durch das im H&molymph- und Crude-Extrakt-Puffer enthaltene
PTU wurde auch nicht beobachtet.

Somit liegt die Schlussfolgerung nahe, dass es sich bei der in den Extrakten beobachteten
Aktivitdt um die einer Laccase gehandelt haben muss. Diese Aktivitit war keinenfalls auf die
Per a 3-Allergene zuriickzufiihren, da u.a. in diesen Proteinen die fiir das aktive Zentrum

bendtigten Histidine fehlen.

Bisher wurde in der Literatur lediglich von Laccasen in der Insektencuticula, der Epidermis,
dem Mitteldarm, den Malpighischen Gefdflen und dem Fettkorper berichtet [287, 425, 449,
462, 463]. Um zu iberpriifen, ob die beobachtete Aktivitidt in der Schabenhdmolymphe
(Abschnitt 3.1.1.6,) stadien- und/oder geschlechtsspezifisch ist, oder ob die Aktivitit z.B. auf
Verunreinigungen des Hadmolymphextraktes mit Fettkorper-Zellen zuriickgefiihrt werden
muss, sollte die Aktivitdit der Hdmolymphe individualisierter Tiere z.B. im Dot-Blot

iiberpriift werden.
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Um zu verifizieren, ob die beobachtete Aktivitdt tatsdchlich auf eine Laccase zuriickgefiihrt
werden kann, sollte in nachfolgenden Experimenten z.B. der Umsatz von para-Diphenolen,
wie z.B. Hydrochinon und 3,4-Dihydroxybenzaldeyhd durch Hidmolymph- und Crude-
Extrakt der Amerikanischen Schabe getestet werden. Interessant wiren 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 cuticuldre Proteine zu oligomerisieren und sogar zu polymerisieren (Abb. 4-11)
[425].

+ + NBAD
Laccase

kDa

188 —|

21 M M

49 —
38 —
28 Hy

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 hoheren 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 verkniipfte Assoziation von
kreuzvernetztem Per a 3, Phenoloxidase-Aktivitit, Immunantwort und dem Aufbau der

Cuticula zu geben.
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4.2 Pera?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
(GroBenausschluss- 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 gegeniiber Brown
et al. die Reihenfolge der chromatographischen Schritte getauscht (erst Anionenaustauscher-

und anschlieBend GroBenausschlusschromatographie) [214].

Trotz der deutlich geringeren Ausbeute gegeniiber der bereits publizierten Methode, bestand
der Vorteil des verwendeten Reinigungsprotokolls darin, dass damit gleichzeitig zwei
Majorallergene der Amerikanischen Schabe und zwar Pera 9 und Per a3 isoliert werden
konnten (Abschnitt 3.2). Eine solche parallele Gewinnung konnte insbesondere fiir 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 Groflenordnung von dem von Brown et al. {iber 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 zuriickgefiihrt werden. Diese
Peptidfragmente wurden durch ldngere 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 fiihrten nach
langer Lagerung bei 4°C zum vollstindigen 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 gewdhrleisten sollte das Protein zukiinftig bei
tieferen Temperaturen gelagert oder dem isolierten Protein zusitzlich Protease-Inhibitoren

zugesetzt werden.
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4.2.2 Disulfidverbriickung und strukturelle Merkmale

Die Konformation und Stabilitit von Allergenen ist ein wichtiger Faktor fiir Konformations-
eptiope und damit verbunden fiir die Bindung von IgE-Antikérpern. Da Disulfidbriicken sich
auf die native Struktur stabilisierend auswirkten [297], wird im Folgenden genauer auf die

Ausbildung von Disulfidbriicken bei Per a 9 eingegangen.

Wie bereits eingangs erldutert ist die komplette Primérstruktur von Per a 9 bekannt [212]. In
dieser Sequenz sind fiinf Cysteine vorhanden, die potentiell Disulfidbriicken ausbilden
konnten. Zur Uberpriifung, in wieweit diese Cysteine in Pera 9 auch tatsichlich Disulfid-
briicken ausbilden, wurde das elektrophoretische Laufverhalten von reduziertem (mit f-
Mercaptoethanol) und nicht-reduziertem (ohne B-Mercaptoethanol) Per a 9 auf einer SDS-
PAGE verglichen (Abb. 3-72). Da zwischen den Proben erstaunlicherweise kein Lauf-
unterschied festgestellt wurde, konnte riickgeschlossen werden, dass bei Per a 9 keine intra-
molekularen Disulfidbriicken ausgebildet sind. Allerdings steht dieses Ergebniss im
Widerspruch zu der Veroffentlichung von Brown et al., die bei Per a 9 lediglich eine und
nicht fiinf Sulthydrylgruppen detektierten und somit von zwei Disulfidbriicken auszugehen
war [214]. Da die Autoren dem Protein jedoch bei der Extraktgewinnung B-Mercaptoethanol
zugesetzt hatten, ist bereits das Ergebnis dieser publizierten Untersuchung widerspriichlich:
durch den FEinsatz von B-Mercaptoethanol hitten alle Disulfidbriicken reduziert und fiinf

Sulthydrylgruppen nachgewiesen werden miissen.

Aufgrund der offensichtlich widerspriichlichen und auch {iberraschenden Ergebnisse ist es
sinnvoll, theoretisch ausgebildete Disulfidbriicken durch die Position der Cysteine in der
Tertidrstruktur der Arginin-Kinase zu iiberpriifen. Allerdings ist weder von Per a 9, noch von
der Arginin-Kinase aus Blattella germanica, noch von anderen allergenen Arginin-Kinasen
die Tertdrstruktur bekannt. Eine strukturell bekannte Arginin-Kinase aus Arthropoden ist die
aus Limulus polyphemus [211, 225, 464].

Um zu tiberpriifen, in wieweit diese Arginin-Kinase mit den Arginin-Kinasen aus den
Schaben sequenziell dhnlich ist und dariiber eine strukturelle Ahnlichkeit impliziert werden
kann [283], werden zunichst die sequenziellen Ahnlichkeiten (Abb. 4-12) und anschlieBend
die strukturellen Eigenschaften (Abb. 4-13) beleuchtet. Besonderes Augenmerk liegt hierbei
u.a. auf der Position der Cysteine. Diese sind im Sequenzalignment in blau, griin und gelb
eingefibt (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 fiinfte Cystein bei Limulus polyphemus ist in gelb
dargestellt, die fiinften Cysteine aus den Schaben Arginin-Kinasen in griin. Diese Gruppe besitzt zueinander eine
76-97% Sequenzidentitit und 87-98% isofunktionelle AS. Fiir 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= IM15A Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus.
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Eine Ubersicht iiber die AS-Sequenz-Identititen und —Ahnlichkeiten in dem Alignment gibt
Tabelle 4-4.

Tabelle 4-4: Aminosiure-Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten aus dem Arginin-Kinase-Alignment
(Abb. 4-12).

Die Auftragung entspricht der GeneDoc-Auswertung: jeweils die erste Zeile gibt die Identititen der
Aminosduren an, die zweite Zeile den Anteil der isofunktionellen Aminosauren und die dritte Zeile jeweils den
Anteil der Liicken im Alignment. Bei den grau hinterlegten Feldern sind die Angaben in Form der
Aminosdureanzahl und bei den weil3 hinterlegten Zeilen in Prozent angeben.

Die Arginin-Kinasen aus Periplaneta americana (Per a9) und Blattella germanica (Bla g)
weisen zueinander mit 97% eine sehr hohe Sequenzidentitét auf (Tabelle 4-4). In der Primér-
sequenz dieser Arginin-Kinasen scheinen vier der fiinf Cysteine konserviert zu sein. Diese
sind im Alignment blau hinterlegt (Abb. 4-12). Das in gelb einfarbte 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 griin hervorgehoben ist (Abb.
4-12, Abb. 4-13).

Aufgrund der 76%igen bzw. 77%igen Identitit der Arginin-Kinase aus L. polyphemus
(Lim p A) zu den Schaben-Arginin-Kinasen sowie den vier konservierten Cysteinen, ist zu
erwarten, dass Pera 9 und die Arginin-Kinase aus B. germanica eine @hnliche Struktur
besitzen wie die Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus (Abb. 4-13). Daher konnen struk-

turelle Eingenschaften von Per a 9 anhand dieser Rontgenstruktur diskutiert werden.

Durch diese Rontgenstruktur konnen die Dimensionen dieser Arginin-Kinase mit 60 A x
45 A x 54 A (Breite x Hohe x Durchmesser) bestimmt werden.
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Val 222

Abb. 4-13 Arginin-Kinase von Limulus polyphemus mit 1.2 A Auflésung [1M15] [225, 464].

Die eigentliche Arginin-Kinase aus Limulus polyphemus ist ein dimeres Protein. Fiir die Ubertragung auf die
monomeren Arginin-Kinasen, basiert die dargestellte Struktur auf der Untereinheit A.

A) Seitenansicht des Molekiils.
B) Um 90° nach links gedrehte Seitenansicht.
C) Um 90° nach oben gedrehte Seitenansicht.

Die Proteinabmessungen sind wie folgt: 60 A x 45 A x 54 A (Breite x Hohe x Durchmesser). Die N-terminale
Domine besteht aus a-helicalen Strukturen. Die gréfere C-terminale Doméne besteht aus einem antiparallelen
B-Faltblatt, flankiert von a-Helices. In dieser Struktur sind in blau die konservierten Cysteine und in gelb ist
das flinfte Cystein hervorgehoben. In griin dargestellt ist Valin 222, an dessen Stelle im Sequenzalignment das
fiinfte Cystein von Per a 9 positioniert ist. Zu den Aminosduren des aktiven Zentrums zihlt Cys 271. Die
iibrigen beteiligten Aminosduren sind in der Tertidrstruktur in rdumlicher Néhe zu diesem Cystein lokalisiert
(nicht hervorgehoben) [465].

Samtliche Cysteine inklusive Valin 222 haben einen Mindestabstand von 10 A zueinander, sodass sie
untereinander keine Disulfidbriicken ausbilden kdnnen.

Strukturell kdnnen bei dieser Arginin-Kinase zwei Doménen unterschieden werden. Die N-
terminale Doméne besteht aus a-helicalen Strukturen und die groere C-terminale Doméne
besteht aus einem antiparallelem B-Faltblatt, flankiert von a-Helices, wobei die Cysteine in
beiden Doménen vertreten sind [211]. Je nach Literatur findet sich fiir die Ausbildung einer
Disulfidbriicke ein Maximalabstand der C,-Atome von 4.6 A bis 6 A, der nicht tiberschritten
werden darf [466-468]. In dieser Struktur sind jedoch alle diese Cysteine -auch unter
Beriicksichtigung des an Stelle von Valin 222in Schaben vorhandenen Cysteins- mindestens

10 A von einander entfernt und somit nicht in der Lage Disulfidbriicken auszubilden.

Somit bestitigt diese Struktur nicht nur die in dieser Arbeit gewonnenen experimentellen
Daten, demnach bei Per a 9 keine Disulfidbriicken ausgebildet sind, sondern zusitzlich die
mittels DLS erhaltenden Molekiildimensionen von Pera9 von durchschnittlich 55.4 A
(Abschnitt 3.4).
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4.2.3 Kreuzreaktionen innerhalb der Arginin-Kinasen

Ein wichtiger Punkt fiir Kreuzreaktionen, auch fiir 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
GroBenausschlusschromatographie auch bei Brown et al. bedingt war [214], lieBe sich z.B.
iiber Western-Blot Analysen von nativ aufgetrenntem Crude-Extrakt mit polyklonalen anti-

Per a 9-Antikorpern kléren. Dies war jedoch im Rahmen meiner Arbeit nicht mehr moglich.

In Anbetracht dessen, dass Pera9 von IgE von 80-100% der untersuchten schaben-
allergischen Patienten erkannt wurde [218] und auBerdem in der Lage ist, eine Leukotrien-
ausschiittung zu induzieren (Abb. 3-77) sollten weiterfithrende 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 Sequenzidentitit und 98%iger Ahnlichkeit 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 Bestitigung 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, Penm 2 aus Penaeus monodon, Ploi1 aus Plodia

interpunctella) nachgewiesen [199, 216, 217].

Die Allergenitdt der Arginin-Kinasen wurde zusétzlich zum Leukotrientest mit Per a 9
auBBerdem anhand von Ploi1 im Basophilen-Aktivierungstest und in vivo in einer Spit-

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 zusétzlich einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Bekdmpfung von
Schaben bieten kdnnen [469].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Allergien haben in den letzten Jahrzehnten dramatisch an Héaufigkeit zugenommen und
stellen weltweit eines der groBten gesundheitlichen Probleme moderner Gesellschaften dar.
Neben dem hohen 6konomischen Verlust und der Belastung des Gesundheitssystems stellen
die allergischen Erkrankungen fiir die Patienten auch einen hohen Leidensdruck dar. Trotz
Kenntnis von {iber 580 Allergenen ist bisher nicht bekannt, was ein Allergen tatsédchlich zum
Allergen macht. Die Behandlung von Allergien erfolgt bisher durch die Vermeidung von
Allergenkontakt oder in der Regel iiber die Behandlung der Symtome z.B. durch Antihista-
minika. Nur fiir wenige konnte bisher auch eine spezifische Immuntherapie etabliert werden.
Um die Risiken einer Immuntherapie moglichst gering zu halten, empfiehlt es sich, auf
gereinigte Allergene zuriickzugreifen.

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 Sequenzidentititen 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 konnten diese Allergene

aullerdem einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Bekdmpfung 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 Immunogenitidt bestimmt werden. Zwei weitere Per a 3-Isoformen
(Per a3.01 und Per a 3.0201) konnten nicht vollstindig voneinander separiert werden und
wurden als ein mit P II bezeichnetes Gemisch charakterisiert. Dieses wirkte sowohl

immunogen als auch allergen und ist somit als vollstindiges 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
threr nativen hexameren Oligomerisierung stdrkere Allergene und in dissoziierter Form

konnten sie geeignete Kandidaten fiir eine Immuntherapie sein.

Proteinbiochemisch sind die Per a 3-Allergene als Hexamerine einzustufen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit liefern verstiarkt 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 kdnnten. Insbesondere der Einbau
von Pera3 in die Schabencuticula widre ein gravierender Faktor im Hinblick auf die
Allergenexposition. Mit Per a 3.03 konnte moglicherweise ein entwicklungsabhingiges
Hexamerin und mit P I ein Hexamerin adulter Stadien als allergene Isoform in Periplaneta
americana vertreten sein. Der endgiiltige experimentelle Nachweis dieser Hinweise steht

noch aus.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Bezeichnung

anti-P.a. HL-AK anti-Periplaneta americana Himolymph-Antikorper

2D zweidimensional

3D dreidimensional

AK Antikorper

APC, APZ »antigen presenting cell”, Antigenpréisentierende Zelle

APS Ammoniumperoxidsulfat

AS Aminoséure

AS-Identitét Aminoséure-Sequenzindentitét

ATP Adenosintriphosphat

AUZ Analytische Ultrazentrifuge

Barbital 5,5-Diethylbarbitursdure

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, Ganzkorperextrakt

D Probe aus meiner Diplomarbeit

DC Dendritische Zelle

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonucleinsdure

DOPAchinon 4-(2-Carboxy-2-Aminoethyl)-1,2-Benzochinon

DP Denaturierungspuffer

€ Spezifischer Extinktionskoeffizient

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA ,»Enzyme Link;d 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

GdnHCI Guanidinhydrochlorid

GST Glutathion S-Transferase

Hce Hémocyanin

Hc. A.a. / Hc P.e. Astacus-Marker / Palinurus-Marker

HL Hémolymphe

HL-1, HL-2 Héamolymphe der ersten bzw. zweiten Charge

IEF Isoelektrische Fokussierung

IEX Ionenaustauscher-Chromatographie

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin
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Abkiirzung Bezeichnung

kDa Kilo-Dalton

LCMSMS Fliissigkeitchromatographie-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-11*, Haupthistokompartibilitditskomplex

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 ,,pe.ripheral blood mononuclear cells®, mononukledre Zelle aus dem
peripheren Blut

PBS ,Phosphate buffered saline*

pHi Isoelektrischer Punkt

PTU N- Phenylthioharnstoff

PVDF Polyvinylidendifluorid

RIA Radio Immuno Assay

RNA Ribonukleinséure

rpm »Revolutions per minute*, Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S Svedberg

SEC ,» Size-exclusion chromatography* GroBenausschlusschromatographie

SDS »Sodium Dodecyl Sulfate, Natriumdodecylsulfat

TBS Tris buffered saline

TBST Tris buffered saline + Tween

TEMED Tetramethylethylendiamin

ThO-Zelle T-Helferzelle Typ 0

Thl-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 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
Grofbritannien | 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
Tiirkei 472, 514-519

Tabelle 8-1: Referenzen zur Schabenverbreitung in Abb. 1-4.

8.2 Sequenzierungsergebnisse
Die Sequenzierungen wurden freundlicherweise von _ aus dem Institut fiir

Immunologie der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz durchgefiihrt.

8.2.1 Per a 3.03 nach Protokoll 3

.
L
=<
T
<
=

[kDa] = Per a 3.03

[—
175

8N Bande 1
62 '
47 '

32
25

Abb. 8-1: Zink-gefirbte 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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8 Anhang

Bande 1
Protein Workpad
1580792 Coverage Map -
1 HMKTALVFARV VAFVAARFPD HKDYKQLADK QFLAKQRDVL RLFHRVHQHN
51 ILNDOVEVGI PHTSKQTSAT ~ TVPPSGEAVH GVLOEGHARP R
101 HREQAINLY DLLYFANDYD ~ TFYKTACWAR DRVNEGHFHY SFSIAVFHRD
151 DHQGVMLPPP YEVYPYLFVD HDV IHMAQKY WHENAGS GEH HSHVIPVHFT
201 LR YYYPS WYNTTLYGHN IDRRGEQFYY
251 TYROIVARYF  LER ¥ HNGEEMPVRP
301 SHMYVTNFDL TYIADIENYE ERVEDAIDFG TAFDEHIMKPH SLYHDVHGHME
351 YLADNIEGHH DSPNFYFYGS IVENMYHSMIG HIVDPYHKNG LAPSLEHPET
40l VLRDPVFYQL VKR NRLER LT
as1 YFEQYDNSLD HAVYVNNVDQ ISNVDYQLAY RLNHKPFTYH IEVSSDRAQD
501 VYVAVFLGEK R FPYHVGAG KTVIERNSHD
551 SHITAPER v OE} AYEGEET s 44 DEGHNYCGYP ENLLIPKGKK
601 QDEH DFEPYNYKAF  SYCGVGSERK YPDNKPLGYP
651 FDREIVSHNDF YTPNMTFEDY IIFHFKYDEV GVQGH
Per a 3.01
| i |

Protein Workpad

1531589 Coverage Map

1 DIGDHVDIEA NIGHYKYPHV VENFISTYEK GLLPR HREQA
51 IKLFELFFAA NDYDTFYKTA CUARDRVNEG MFMVALTVAA FHREDTKDLV
101 LPPFYEVNEY LFVEDDVIQQ AYEYWTKESG TDKHVEHVIF VNFTARSQED
151 LVAYFREDVD LNAFNMYFRY IVPSWFNTTL YGKS FDRRGE QFFYTYHOIY
201 ARYFLERLSN SLPDVEPFOY SEPLETGYNP HLEYHNGEEM PARPSNMYPT
251 NFDLFYWiDI FNYERRVEKL IDFGYAFDEH RTPYSLYHDQ HGMDYLGOMI
301 EGTRNZPHOY FYGIVFHFYR LLVGHVVDPY HE

35l RID HIVQKYENRL PRYTYDELSF PGVKIENVDV GKLYTYFEHF
401 EHSLGNAMYL GKLEDTMKAS IRARHYRLNH KPFTYNIEVS SDK

451 IFLGPK R FV HKVEAGKTVI ERKSHDSSIT
501 SDSHDSYRNL FEKVSDALQE KDQVYIDKSH KYCGYPENLL LPEGEKGGOT
551 FTFiVIVTPY VEQDEHDFEP THYEAFSYCG VGHGREYPDD EPLGFPFDERE
501 THDYDFYTEN MYFE KYDEVHDYVT H

Per a 3.0201
- . J ”

8.2.2 Per a 3.03 aus der Diplomarbeit

[kDa]

175

83
62

47
32

Marker

25
16

Abb. 8-2: Zink-gefirbte 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

Bande 2

7 peptides detected

Protein Workpad

1580797 Coverage Map

51

101
151
201
251

351

ENPARPSNMY PFTNIDLFYVS DIKNYESRVE EAIDFGYAFD EHRTPYSLYH
DOHGHDYLGO HIEGTSHNSPY QYFYGSIFHF YRLLVGHVVD PYHENGLAPS
ALEHHQTALR DPAFYQLVER IDHIVQEYEN RLPR IENYV
DVGELYTYFE HFEHSLGNAM TIGKLEDLLE ANIRASHYRL NHEFFTYNIE
VS5DK IFLGPEYD SLGHECELDE RRHYFVENDR FVHEVEAGKT
VIERKSHDSS IISDSHDSYR NLYEEVADAL EEK SHKYCHYPEN
LLLPEGEEGG QTFTFYVIVT PYVEQEQHDF EPYHYEAFSY CGVGHGREYP
DDEPLGFFFD REIHDYDFYT PIMYFK KYDEVHE VTH

Q17127 Hx Vorlaufer Blaberus discoidalis

4 peptides detected

Protein Workpad

1580797 Coverage Map

51

101
151
201
251
301
351

EMPARPSHHNY PTHIDLFYVS DIKNYESRVE KAIDFGYAFD EHRTPYSLYH
DOHGHDYLGO MIEGTSNSPY QYFYGSIFHF YRLLVGHVVD PYHFRGLAPS

ALEHHQTALR DPAFYQLWER IDHIVOKYEN RLPR IENV
DVGKLYTYFE HFEHSLGNAN YIGKLEDLLKE ANIRASHYRL NHEPFTYNIE
VE5DKE IFLGPEYD 5SLGHECELDE REHYFVEMDR FVHEVEAGET
VIERKSHDSS IISDSHDSYR NLYFEVADAL EEK SHEYCNYPEN
LLLPEGEEGG QTFTFYVIVT PYVEQEQHDF EPYHYFAFSY CGVGHGREYP
DDEPLGFPFD REIHDYDFYT PNMYFK KYDEVHE VTH

Per a 3.0203

7 peptides detected

Protein Workpad

951139 Coverage Map

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

MKTALVLILA TATLAVAYPS STUDYRVVAD KIFLTR LLVRIEQP
NYTADQYEVG NAYDIEANIN HYEYPHYVEN FLSAYFRGHL PRGYPYSPYY
TTOSYETELL FDLFYYANDY DTFYETVCWA RDRINEGOFL YAFSTAVFOR
EDLSDYILPP FYEIYPYLFV DEEVIQEAYE TRMSDVHLTA PETYIFPVNY
TVANPEQELY TWWEDVGLNT TYATTYFNYP TFFNETEYGV HFDRRGELFY
YTROQLYARQ FLERHSHDLG EVEPVHYDRP FOQTEYYPRLR TSHGOEVPPR
PYETIRRSLY TSNGHSYTYYG ¥ GGHNNTY TGHYYTGHNYH PSYYYGYSTE
HD¥YYPEDLQ ITDRREVLDSI DYGYVFSYFD HEYPLYEDYT K

R TYGSIYHFYR QLAGENVDFY NDSGFAPSAL QHIYTALRDFP
ANFHILFHIN SYFQRYEGYL PR IENVDV GEL¥TYFDYF
DVDIDNWVHY FVAEDGEYVD TRAROQTRLNH KPFTYNIEVN SEQATDVYVE
WFLGPK R FFP TEVQAGETTI TRMSRESSVV
SHDTPSFRTL LREVFDAYEG FEQFYYDKESE R LL LPEGETGGOT
YTFIVMVTRY VEQDDHDFEP YNYKSFSYCG VGANHEFPDD KPFGYPFDRV

LYSQEFVTPN MYFEDVVIYH KFYEEINAAT woQ

AAAT74579 Hx Untereinheiten-Vorlaufer Blaberus discoidalis

E_£_’
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8.2.3 P II nach Protokoll 2

[kDa]

175

83
62
47

S
Q
=
<
=

PII

Bande 1

Bande 2
Bande 3

Abb. 8-3: Zink-gefirbte 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

Protein Workpad

30 peptides detected

1531589 Coverage Map
1 DIGDHYDIEA NIGHYKYPHY L HFISTTRS GLLPREIIE {403 {HREQA
51 IKLFELFFAA  NDYDTFYKTA  CWARDRVHEG  MNFMYALTVAAL  FHREDTKDLY
101 LPPPYEVNRY LFVEDDYIQQ AYKYWTKESG ~ TDRHVEHVIP VNFTAREI0
151 ¥ IYPSWFNTTL YGKSFDRR
201 YFLERLSH ~ SLPDVEPFOY  SKPLK YHNGEEM  PARPSHMYPT
251  NFDLFYVSDI  KNVERRVEK TPYSLYHDO  HGMDYLGOMI
301  EGTRNSPHQY  FYGSVFHFYR  LLVGHVVDPY  HK
351 RID  HIVOKVIIRL PR LYTVFEHF
401 EHSLGHAMYL 6K A3 TRARHYR AQDVYVR
as1 IFLGPK R FV  HKVEAGKTVI  ERKSHDSSII
501 SDSHDSYRNL 3 @VSDAL O KDOYY DKL KYCGYPENLL LPKGRKGGQT
551 FTFYVIVIPY  VKQDEHDFEP  VHYK YPDD) KPLGFPFDRS
601 IHDYDFYTFN HYFE EYDEVHDVT H
— i - —
Per a 3.0201

17 peptides detected

Protein Workpad

1580794 Coverage Map

1 LHAFNMYFEY IYPTWFNTTL YGETFDRER.

51 SLPDVEPFQY SKPLK YONGEEN PARPSNIMYPT
101 ENYESRVEEA IDFDAFDEHR TPYSLYHDQH GMDYLGQMIE
151 YGSIFHFYRL LYGHYYDPYH K

201 IVQEYENRLP R LYTYFEHFE
251 FLEDVLEANI RARHYR. AQDVYVRI
301 B FVH EVEAGETVIE BESHDSSIIS
351 KEVSDALEGKE DOYY IDNSHE] YCGYPENLLL

401 K VFDDK

451 YFE EYDEVHNETHN

YFLERLSN
NIDLFYVSDI
GTSNSPYQYF

RIDH
HSLGNANYLG
FLGPE
DSHDSYRNLF
TFYVIVTPYV
HDYDFYTPIM

el - -

Per a 3.0202
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8 Anhang

peptides detected

Protein Workpad

9999999 Coverage Map

1 METALVFAAV VAFVAARRFFD HEDYEQLADE QFLAKQRDYL RLFHRVHOHN
51 ILNDQVEVGH TYDIEANIGH TSTPDVVK FGHLS B
101 HREQAIHLY DLLYFANDYD TFYKTACWAR DRVNE GHFHY SFSIAVFHRD

151 DMQGYHLPPF YEVYPYLFVD HDVIHMAQEY WMFNAGSGEH HSHVIPVNFT
201 LRTQDHLLAY FTSDVNLNAF NTVYRYYVPS WYNTTLYGHN IDRR

251 QIYARYF  LERLSWDLPD  VYPFYYSKPY K Y HNGEEMPVRP
301 SMMYVTNFDL ~ YYIADIKNIYE  KRVEDAIDFG  YAFDEHMKPH  SLYHDVHGHE
351  YLADMIEGNM  DSPNFYFYGS IYHMYHSMIG  HIVDPYHKMG  LAPSLERPET
401 VLRDPVFYQL WERVDHLFQK YRNRLPRi: DELAFEGVE] LYT
451 TFEQYDHSLD MAVYVNNVDQ ISNVDVQLAY R AQD
501 VYVAVFLGPK R FPYHVGAG  KTVIER
551 [SHITAPERIS] YRTFYK SOYYV DEGHNYCGYP ENLLIPKGKK
601 GGUAYTFYVI ~ VTPYVKODEH  DFEPYNYKAF  SYCGVGSERK  YEDNKPLGYP
651 FDREIYSHDF  VTPHMYFK KVDEV ~ GVOGH
Korrigiertes Per a 3.01
l . — | o
-

16 peptides detected

Protein Workpad

1580797 Coverage Map

1 EMPARPSHNMY PTNIDLFYVS DIENYESEVE K TPYSLYH
51 DOHGHDY LG MIEGTSHSFY Q¥FYGSIFHF YRLLYGHYVD PYHE
101 R TDHIVOQEYFHN RLFR
151 LYTYFE HFEHSLGHNAM TIGELEDLLE ANIRASHYR
201 AQDVY VRIFLGPK R FVHKVEAGKT
251 VIERKSHDSS IISDSHDSYR NLYREVADAL EERipgainy SHKYCNYPEN
301 LLLPKGKKGG QTFTFYVIVT PYVRQEQHDF EPYHVK YR
351 SKIHDYDFYT PNMYFK KYDEVHE ¥TH
I -— — -——|
Per a 3.0203

Bande 2
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Seite 254

peptides detected

Protein Workpad

1531589 Coverage Map

1 DIGDHYDIEA  NIGHYKYPHY  VKUSl940K  GLLPREJSE  [RELIHREQA

sl IELFELFFAA NDYDTFYETA CWARDRVNEG HFMYALTVAL FHREDTKDLV
101 LPPPYEVNPY LFVEDDYVIQQ AYKYWTKESG TDEKHVEHVIP VNFTAR

151 T IYPSWFNTTL TGESFDRR

a0l YFLERLSN SLPDVEPFQY SEPLK YHNGEEN PARPSNINVEPT

251 NFDLFYVSDI KNYERRVEK]! IDFGYAFDEE TPYSLYHDO HEMDYLGOMI

301  EGTRNSPHOY  FYGSVFHFYR  LLVGHVVDEY EHPQTALR
351 RID  HIVOKYKNRL  PRYTYDELSF  PGVKIENVDY  GKLYTYFEHF
401 EHSLGNAMYL GELEDYMKAS IRARHYR AQDVYVE
451 IFLGPK R FV  HKVEAGKTYI  ERKSHDSSII
S01  SDSHDSYRNL — FKK S[geIUiSH  KYCGYPENLL  LPKGKKGGQT
551 FTFYVIVTPY VEQDEHDFEP YHYK K K
601  IHDYDFYTPN  MNYFK KYDEVADYT  H

Per a 3.0201

14 peptides detected

Protein Workpad

1550794 Coverage Map

1 LNAFNMYFRY TYPTUFNTTL YGKTFDRR YFLERLSH
51 SLPDVKPFQY SKPLK YONGEEM PARPSNMYPT NIDLFYVSDI
101 ENYESRVEEA IDFDAFDEHR TPYSLYHDQH GMDYLGQMIE GTSNSPYQYF
151 YGSIFHFYRL LVGHVVDPYH K RIDH
201 IVORYKNRLP RYTYDELSFP GVRIENVDVG KLYTYFEHFE HSLGNAMYLG
25l KLEDVLEANI RARHYR. AQDVYVRI FLGPE

301 R FVH KVEAGKTVIE RESHDSSIIS DSHDSYRNLF
351 KK . YCGYPENLLL PHGKEGGOTF TFYVIVTPYV
o1 HYK K KI HDYDFYTPHHN
as1 YFK KYDEVHNETH

Per a 3.0202
il - =

14 peptides detected

Protein Workpad

CRPI_PERAM Coveraye Map

1 METALVFARY VAFVAARFPD HFDYEQLADE QFLAFQRDVL RLFHRVHOQHN
51 ILNDQVEVGI PHTSEQTSAT TVPPSGEAVH GYLOEGHARP R
10l HREQAINLY DLLYFANDYD TFYKTACUAR DEVNEGHFNT SFSIAVFHRD

151 DHQGYMLEFP YEVYPFYLFVD HDVIHMAQEY TMENAGSGEH HSHVYIPYNFT
201 LRTODHLLAY FTSDVNLNAF NTYYRYYVPS WYNTTLYGHN IDRR

asl QIVARYF LERLSNDLPD VYPFYVSKPV K T HNGEEMPVRP
30l SNIYVINFDL YYIADIKNVE ERVEDAIDFG TAFDEHNKFH SLYHDVHGIE
35l YLADMIEGNM DSPNFYFYGS IYHMYHSNIG HIVDPYHKNG LAPSLEHPET

40l VLR RVDHLFQK ~ YKMRLPR(!: D UV ENVDVGKLYT
451 YFEQVDMSLD  MAVYVNNVDQ ISNVDVQLAY R AQD
S0L  VYVAVFLGPK EYDL  NDRR FPYHVGAG  KTVIER 0
551 FOETlEns  YRTFYKKVQE  AYEGK GHNYCGYP  ENLLIPKGKK
601 GGOAYTFYVI ~ VTPYVKQDEH  DFEPYNYK K YPDNKPLGYP
651 FDREIYSNDF YTPHHYFK EYDEV GVQGH
Per a 3.01
I — ma =t




8 Anhang

peptides detected

Protein Workpad

1580797 Coverage Map
1 EMPARPSNHY PTNIDLFYVS DIKNYESRVE AID D SIS TPYSLYH
51 DOHGHDYLGQ MIEGTSNSPY QYFYGSIFHF YRLLVGHVVD PYHK
101 R IDHIVQKYEN RLPRYTYDEL SFPGVKIENY
151 DVGKLYTYFE HFEHSLGNAN YIGKLEDLLK ANIRASHYR
201 AQDVY VRIFLGPK R FVHKVEAGKT
251 VIERKSHDSS IISDSHDSYR NLYRKVADAL EEKLihs 200 SHKYCHYPEN
301 LLLPKGKKGG QTFTFYVIVT PYVKQEQHDF EPYHYK K
351 KIHDYDFYT PHMYFE KYDEVHE YTH
Per a 3.0203
I : —l -——
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Bande 3

19 peptides detected

Protein Workpad

9999999 Coverage Map

1 METALVFALY VAFVAARFPD HEDYKQLADK QFLAKQRDVL RLFHRVHOHN
sl ILHDQVEVGHN TYDIEANIGH YSTPDVVE KGHLS R
101 HREQAINLY DLLYFANDYD TFYKTACWAR DRVNEGHFNYT SFSIAVFHRD

151 DHQGYMLFFP YEVYPFYLFVD HDYIHMAQEY MEHAGS GEH HSHYIPYNFT
20l LRTODHLLAY FTSDVNLNAF NTYYRYYYPS WANTTLYGHI b0 BGEQFYY
251 ﬁﬂ[?ﬂ‘ﬂ' LERLSNDLFD VYPFYYSKPV K T HNGEEMPVRF
301 SHNMYVTNFDL TYIADIENYE ERVEDAIDFG TAFDEHMEFH SLYHDVHGME
351 YLADMIEGNH DSPNFYFYGS IVHHVHSHMIG HIVDPYHENG LAPSLEHPET

40l VLR RVDHLFOK  YKNRLPR{ZY LYT
as1 YFEQYDHSLD MAVYVINVD(] ISHVDVQLAY R AQD
501 VYVAVFLGPK R TVIER G
551 SHITAPERSE YRTFYRE SOTYV DKGHNYCGYP ENLLIPEGKE

601 GGIAYTFYVI VTPYVE(QDEH DFEPFYNYEAF SYCGVGSERK YPDHEPLGYP
651 FDRKIYSNDF YTPRMYFEDY IIFHEKYDEY GVQGH

Korrigiertes Per a 3.01

13 peptides detected

Protein Workpad X
1531589 Coverage Map =
1 DIGDHYDIEA NIGHYEYPHY VENFISTYRK GLLPR HREQA
51 IKLFELFFAL NDYDTFYKTA CWARDRVNEG HMFUYALTVAL FHREDTKDLY
101 LPPFYEVNPY LEVEDDVIQQ AYKYUTKESG TDKHVEHVIF VNFTAR
151 EDVD LNAFNMYFRY IVPSWFNTTL TGKSFDRRGE QFYYTYHOIY
201 ARYFLERLSN SLPDVKFFQY SKPLE YHNGEEM PARPSNMYPT
251 HFDLFYVEDI KNYERRVEK, TPYSLYHDO HGMDYLGOMI
a0l EGTRNSPHOY FYGSVFHFYR LLVGHVVDPY HEMGLAPSAL EHPOTALR
a5l RID HIVOEYENRL PR LYTYFEHF
401 EHSLGNANYL GKLEDYMKAS IRARHYR, AQDVYVR
451 IFLGPK R FvV HKVEAGKTVI ERKSHDSSII
501 SDSHDSYRNL FEKVSDALQE EDQYYIDESH KYCGYPENLL LPEGKKGGOT
551 FTFYVIVTPY VKQDEHDFEP YHYK K
601 IHDYDFYTPN MYFK KYDEVHDVT H
Per a 3.0201
B — —-—— .l

10 peptides detected

Protein Workpad

1560794 Coverage Map =
1 LHAFNMYFREY IYPTWFNTTL YGETFDRRGE QFYYTYHOIT ARYFLERLSN
51 SLPDVEPFOY SEPLE YONGEEM PARPSHMYPT NIDLFYVSDI
10l ENYESRVEEA IDFDAFDEHR TPYSLYHDOH GHDYLGOMIE GTSHSPYOYF
151 YGSIFHFVRL L¥GHVVDFYH FHNGLAPSALLE HHQTALR RIDH
201 IVQEYFNELP R LYTYFEHFE HSLGHNAMYLG
251 KLEDVLEANT RARHYR AQDVYVRI FLGPK
301 R FVH KVEAGKTVIE RKSHDSSIIS DSHDSYRNLF
351 KEVSDALEGK DOYYIDNSHK YCGYPENLLL PKGKEGGOTF TFYVIVTRYV
40l KODEHDLESY HYE ¥I HDYDFYTPFNM
451 YFE EYDEVHNETHN
Per a 3.0202
I o — -—
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8.2.4 Per a9 nach Protokoll 2

Bande 1

Bande 2

175

83
62

47
32
25
16

[kDa]

Abb. 8-4: Zink-gefirbte 10%ige SDS-PAGE. Dic 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

Bande 2

Protein Workpad

86160922 Coverage Map

1
51
101
151
201
251
301
351

MVDAAVLEKL
LDVIQSGLEN

CRFWPTGRGI

AGE
KIESSL

EAGFAKLAAS
HDSGVGIYAP

E

YHND. V

GEHTEAE G

DSKSLLREYL
DAEAYTVFAD
VYRCGR
EVOQOK
NEEDHLRT

5D ISHERS

31 peptides detected

TFEVFDHLET
LFDPIIEDYH

ISMQMGGDLG

ASVRIKVPEL

EETPTFGSTL
GGFEETDEHP

EHED
GDRFLOHANA
AADEFELEEV
GMNDGIAELI

[ ——

Protein Workpad

86160922 Coverage Map

1
51
101
151
201
251
301
351

MVDAAVLEEL
LDVIQSGLEN
PEDWGDYDTL
y E
CRFWPTGRGI
b0 1E£R
AGE

KIESSL

86160922 Arginine kinase Blattella germanica

EAGFAKLAAS
HDSGVGITAP
GNLDPAGEYI

YHHD. V

DSKESLLREYL
DAEAYTVFAD
ISTRVRCGR
EVQOK
ICNEEDHLRI|

26 peptides detected

TE T
LFDPIIEDYH

E

ASVRIKVPKL

KETPTFGSTL
GGFFKTDEHF

EHED
GDRFLOHANA
TYRSLVTAY
AADFFKLEEY
GMNDGIAELI

——
[ ——Y

86160922 Arginine kinase Blattella germanica
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8.2.5 Per a9 nach Protokoll 3

5
i)
[=
«<
[kDa] =  pera9
175
83
62
47 e
Itl Bande 1
32 e
R ol

Abb. 8-5: Zink gefirbtes 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

Protein Workpad

86160922 Coverage Map =

1 MVDAAVLEKL EAGFAKLARS DSKSLLRKYL ® T KETPTFGSTL
51 LDVIQSGLEN HDSGVGIVAP DAEAYTVFAD LFDPIIEDYH GGFKKTDKHP
101 PEDUGDYDTL GHLDPAGEYT ISTRVRCGR EMED
151 5STLSGLE GELK EVOOK E GDRFLOHANA
201 CRFUPTGRGI YHHDAK[Y1 | CHEEDHLRT
251 biD IEKH ASVRIKVEKL AADKKKLEEY
301 AGK GEHTEAE (] GVYDISHEE:) GMNDGIAELI

351 KIESSL

86160922 Arginine kinase Blattella germanica
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8.3 Korrektur der Per a 3.01-Sequenz: komplettes Alignment

Per a 3 01
k_Pera3_01

Per a 3 01
k_Pera3 01

Par a 3 01
k Pera3 01

Par a 3 01
k Pera3 01

Per_a 3 01
k Peral 01

Per_a 3 _01
k Pera3 01

Per a 3 01

k_Pera3 01

Per a 3 01

k_Pera3 01

Per a 3 01

k Pera3 01

Per a 3 01

k Peraz 01

Per a 3 01

k Pera3 01

Per a 3 01

k_Pera3_01

* 20 * 40 * a0
METALVE A 0 :

METALWVEAR
MKTALVFAAVVAFVAARFPDHKDYKQLADKQFLAKQRDVLRLFHRVHQHNILNDQVEVG

* g0 * 100 * 120

PMTSEQT SATTVEESGEAVHEYLOE GHAFR Fleig=y: YERHREQATIMLYDLLYFANDYD)
RN RN RN O NS T AT A S) J U g A AN CE PF S VY EKHREQATMLYDLLY FANDY D)
P REEPFSVNYERHREQATMLYDLLYFANDYD

* 140 * 160 *
IRV Y §F 8TAVF HRDDMO

MLEPPEYEVY PY LEVDHDVI HMAQEY
J VFHRDDMQGVMT,EPEYEVY PY LF VDHDVT HMAQKY
TFYKTACWARDRVNEGMEMY SF 8T AVE HRDDMQGVMT PP EYEVY PY LEVDHDVT HMAQKY

* 200 * 220 * 240

IDRRGEQFYYITYEQIYARYFLERLENDLEPDWY PEYY SEEPVESAYNPNLRYHNGEEMEVEE

* 2=0 * 340 * 260

* 350 * 400 * 420

* 440 = * 480

520
RLNHELFTYHIE DY LGREY DLNDRRHYF VEMDEF PYHY
RLNHELFTYNIE DY LGREYDLNDRRHYF VEMDRE PYHV
RLNHKEFTYNIEVS 2 DKAQDVYVAVE LGPRYDY LGREYDLNDRRHY FVEMDRE PYHVGAG

* 560 * 580 * 500
- "PEMLLI PEGEE

y W HNY CGYPENLLI PEGEE
KTVIERNSHDSNIIAPERDSYRTFYKKVQEAYEGKSQYYVDKGHNYCGYPENLLIPKGKK

* 620 * 540 * [=1=11]
GEOAYTEYWIVT PYWVEC ( S EREY PDNEPLGY PEDREIY SHDF
i ' EREYPDNEPLEY PEDRETIY SHNDE

685
685

YTPNMYFEDVIIFHEKYDEVEVQGEH

&0
&0

120
120

180
180

z40
240

300
300

360
360

420
420

430
480

540
540

600
&e00

660
660

Abb. 8-6: Komplettes Alignment von Abb. 3-62 der veroffentlichten und korrigierten Per a 3.01-Sequenz.
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8.4 Ergebnisse DLS von Per a 9

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

File Name:
Record Number:
Material RI:

Size Distribution Report by Volume

38 kDa ua

Manual measurement settings

restliche isolierte Proteine aus Periplaneta americana

Water
1.330
1.0031

06-05-07_Pera_Proteine... Dispersant Name:
4] Dispersant RI:
145 Viscosity (cP):

Material Absorbtion: 0.00 Measurement Date and Time: Thursday, July 06, 2006 3.
System
Temperature (°C): 20.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 1753 Measurement Position (mm): 420

Cell Description: Low volume glass cuvette (.. Attenuator: 11

Results
Diam. (nm) % Volume  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 264 Peak 1: 529 0.0 266
Pdl: 0.756 Peak 2: 554 99.9 1.52
Intercept: 0.827 Peak 3: 3980 0.0 1110
Size Distribution by Volume

207 e e --------------- e
S qsdoo L T T T R

w i

E .
§|g:' ------ TR PP P R N
N """"""" B

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 6: 38 kDa ua|
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VN

Size Statistics Report by Volume

Sample Details
Sample Name: 38 kDa ua
File Name: 06-05-07_Pera_Proteine_Rest.dts
SOP Name: Manual measurement settings
Measurement Date and Time: Thursday, July 06, 2006 3:22:58 PM

Z-Average (nm): 2640993 Derived Count Rate (kcps): 17526559448 .
Standard Deviation (nm): 0 Standard Deviation (kcp... 0
%Std Deviation: 0 %Std Deviation: 0
Variance: 0 Variance: 0
Size Mean | Sid Dev Size Mean | Std Dev Size Mean | Std Dev Size Mean | Std Dev
dnm [Volume %Valume % d.nm [Yolume % Volume % dnm |[Volume % Volume % dnm |Volume % Volume %
0.400 0.0 5 &1 205 x| 0.0 1110 0.0
0463 0.0 6.50 14.9) 91.3 0.0 1280 0.0
0636 0.0 7.53 8.9 106 0.0 1480 0.0
0.621 0.0 872 43 122 0.0 1720 0.0
0719 0.0 101 1.7 142 0.0 1980 0.0
0.833 0.0 "7 04 164 0.0 2300 0.0
0.965 0.0 135 01 190 0.0 2670 0.0
112 0.0 157 0.0 220 0.0 3090 0.0
1.20 0.0 182 00 255 0.0 3580 0.0
150 0.0 210 00 205 0.0 4150 0.0
174 0.0 244 0.0 342 0.0 4800 0.0
2,01 0.0 282 0.0 396 0.0 5560 0.0
233 0.0 327 0.0 45 0.0 5440 0.0
270 0.0 ara 00 531 0.0 7460 0.0
312 1.7] 438 00 815 0.0 8630 0.0
362 a1 R0.T 00 712 0.0 1.00e4| 0.0
410 17.1 588 00 325 0.0
4 85 22 1 8.1 0.0 G55 0.0

Statistics Graph (1 measurements)

2By Pt Pt Pt Pt :

Volume (%)

100 1000 10000
Size (d.nm)

E Mean with +/-1 Standard Deviation error bar|
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8.5 Verwendete Markerproteine/ Proteinstandards

8.5.1 SDS-PAGE

Fiir SDS-Gele wurden folgende zwei Proteinmarker entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt
(Abb. 8-7).

[kDa] [kDa]
250 175
150 83
— | 100 e
- | 75
- | 50 32
— | 37
25
= | 25
- 20 16
15 6
— 10 |
A B 4
Abb. 8-7: Bandenmuster der verwendeten Proteinmarker fiir SDS-PAGE.
A) Precision Plus Protein TM unstained Standards (BioRad, Miinchen) [www.biorad.com].
B) Prestained Protein Marker, Broad Range (New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.)

8.5.2 Native PAGE

Fiir native Gele wurden drei unterschiedliche Himocyanine aus unserem Institutsbestand
verwendet. Der ,Eurypelma-Marker” bestand aus frisch gezapfter Hé&molymphe von
Eurypelma californicum, die fiir 10 Min. bei 22000g abzentrifugiert, 1:10 mit Dissoziations-
puffer D versetzt und fiir sieben Tage bei 4°C inkubiert wurde. AbschlieBend wurde das

Dissoziat im Verhéltnis 3:4 mit nativem Probenpuffer versetzt.

Der ,,Palinurus-Marker* bestand aus andissoziiertem Hamocyanin von Palinurus elephas.
Hierzu wurde das 6-mere Himocyanin mit Dissoziationpuffer D versetzt und fiir mindestens
siecben Tage bei 4°C inkubiert. AbschlieBend wurde das Dissoziat im Verhiltnis 3:4 mit

nativem Probenpuffer versetzt.

Der ,.Astacus-Marker* bestand aus einem andissoziierten Gemisch aus 12-merem und 6-
merem H&mocyanin aus Astacus astacus und wurde wie die iibrigen Himcyanin-Marker

hergestellt.

Das aufgetragene Markervolumen wurde je nach H&molymph- bzw. Hadmocyanincharge
angepasst. Je nach Lagerungsdauer andissoziierten Referenz-Himocyanine verénderten sich
untereinander die Bandenverhiltnisse. Die jeweiligen optimalen Laufprofile sind in Abb. 8-8

dargestellt.

Seite 262



8 Anhang

= 2d-mer 5, 40, . 6-mer ' 12-mer
= 12-mer — 7T-mer
pre— 7-mer 6-mer
wssmse O0-mer BP div
& & Dissoziations-
D — \
g . -‘ stufen div.
d , Dissoziations-
- f stufen
a UE
g UE
e
A B C

Abb. 8-8: Bandenmuster der Referenz-Himocyanine auf 7.5%iger nativer PAGE. Der Trenngelpuffer
hatte einen pH von 8.8. Die Banden wurden mit der Coomassie-Fiarbung angefirbt.

A) andissoziierte Eurypelma californicum Hamolymphe (,,Eurypelma-Marker®)

B) andissoziiertes Palinurus elephas Hamocyanin (,,Palinurus Marker“oder Hc P.e.)

C) andissoziieres Astacus astacus Himocyanin (,,Astacus-Marker* oder He 4.a.)

8.5.3 IEF

Fir die isoelektrische Fokussierung wurde der SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10
(SERVA, Heidelberg) entsprechend den Herstellerangaben verwendet (Abb. 8-9).

4c

A —

EE— =

1 —

=
¢ = cathodic

m = middle
a = anodic

Abb. 8-9: SERVA Liquid Mix IEF Proteinstandard 3-10 (SERVA, Heidelberg) [235].
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8.6 Firbungen

Fiir alle Proteinfirbungen wurden die Gele miBig mit Hilfe eines Schiittlers bewegt.

8.6.1 Silberfarbung

Inkubationsdauer Minigel Losung Zusammensetzung

mind. 5 Min. (auch tiber Fixierlosung 120 ml Aceton, 3.0 g Trichlor-

Nacht moglich) essigséure, 36 ul Formaldehyd,
120 ml H,O

3 x 5sek Wasser

5 Min. Wasser

5 Min. Aceton-Ldsung 120 ml Aceton, 120 ml Wasser

1 Min. Enhancer 40 mg Natriumthiosulfatpentahydrat

3 x 5sek Wasser

8 Min. Férbelosung 0.16 mg Silbernitrat, 222 pl

(immer frisch ansetzen) Formaldehyd, 60 ml H,O

2 x 5 sek Wasser

bis Banden sichtbar Entwickler 4.8 mg Natriumcarbonat, 36 pl
Formaldehyd, 10 mg Natrium-
thiosulfatpentahydrat, 240 ml H,O

mind. 5 Min. Stopp-Losung 2.4 ml Essigsaure, 237.6 ml H,O

Tabelle 8-2: Ablauf der Silberfirbung nach Nesterenko mit Modifikation einiger Inkubationsschritte

[240].

8.6.2 Zinkfiarbung

Inkubationsdauer Minigel Losung Zusammensetzung
30-60 sek. Waschen Wasser
5-15 Min. 200 mM Imidazol, 0.1% (w/v) SDS
15-60 sek, bis Hintergrund weil | Farben 200 mM Zinksulfat
3x 5 sek Waschen Wasser
Tabelle 8-3: Ablauf der Zinkfirbung nach 243.
8.6.3 Coomassie-Farbung
Zeit Losung Zusammensetzung
mind. 20 Min. Férbelosung 2 g Coomassie R 250, 500 ml Methanol, 400 ml
H,0, 100 ml Essigsiure
kurz schwenken Wasser
Gel beobachten Entfarberlosung 800 ml Methanol, 200 ml Essigsdure, 1000 ml

H,0

Tabelle 8-4: Durchfiihrung der Coomassie-Firbung.
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8.6.4 SERVA Violet 17-Farbung

Zeit Losung Zusammensetzung

20 Min. Fixierlosung 20% (w/v) Trichloressigsdure

1 Min. Wasser

10 Min. Férbeldsung: Stammlosung 1: 500 mg SERVA

100 ml Stammlésung 1 und
100 ml Stammldsung 2 direkt
vor Gebrauch mischen

Violet 17 Pulver in 250 ml H,O
Stammlosung 2: 20% (w/v)
Phosphorséure

10 Min. (bis Hinter- Entfarberlosung 3 % (w/v) Phosphorséure
grund klar ist)

2 x 5 Min. Wasser

Gel beobachten Im warmen Luftstrom oder bei

Raumtemperatur trocknen

Tabelle 8-5: Durchfiihrung der SERVA-Violet 17-Firbung [235].

8.6.5 Aktivititsfirbung

Dopamin-Firbung

Zeit Losung Zusammensetzung
mind. 15 Min. Waschpuffer Phosphatpuffer A
mind. 30 Min.fiir Férbelosung Phosphatpuffer A, 1 mM Dopamin,

0.3 mM MBTH in H,O

Tabelle 8-6: Aktivititsfirbung in der nativen PAGE in Anlehnung an Nellaiappan [244].

8.7 Antikorperchargen

Alle Antikorper 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 Himolymphe aus Kaninchen 1999
Periplaneta americana

Tabelle 8-7: Verwendete Antikorper.
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8.8 Aufreinigungsprotokolle

8.8.1 Protokoll 1: Anionenaustauscher-Chromatographie (IEX)

Saule: Bio-Scale Q2-Séule (BioRad, Miinchen)
Temperatur: 4°C
Probenvolumen: 1 ml

S Volumen ; Flussrate

Volumen Tl Losung [ml/Min.]

[ml] '

0.0 3.0 Séulendquilibration 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- | 1.0
schabenpuffer A

39.5 6.0 Isocratic flow 100% Elutions- | 1.0
schabenpuffer A

45.5 6.0 Séulendquilibration 100% Schabenpuffer A 1.0

51.5 Protokollende

1.0-40.0 | Proteinfraktionierung a 1 ml

Tabelle 8-8: Reinigungsprotokoll: IEX, Bio-Scale Q2, linearer Gradient.

8.8.2 Protokoll 1: Grofienausschlusschromatographie (SEC)

Sdule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen)
Temperatur: 4°C
Probenvolumen: 2 ml

o Volumen " Flussrate

Volumen [m] Loésung [ml/Min.]
[ml] '

0.0 1.0 Saulendquilibration 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 a 3 ml

Tabelle 8-9: Reinigungsprotokoll: SEC, S 300 (16/60).
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8.8.3 Protokoll 2: IEX

Saule: Uno Q12 (BioRad, Miinchen)
Temperatur: 20°C
Probenvolumen: 2 ml

ST Volumen ) Flussrate
Volumen Tl Losung [ml/Min.]
[ml] '
0.0 11.0 Sdulendquilibration | 100% Schabenpuffer B 3.0
11.0 1.0 Sdulendquilibration | 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 1.0
8% Elutionsschabenpuffer B
100.0 24.0 Linearer Gradient 8-15% Elutionsschabenpuffer B | 1.0
124.0 24.0 Isocratic flow 85% Schabenpuffer B 1.0
15% Elutionsschabenpuffer B
148.0 24.0 Linearer Gradient 15-50% Elutionsschabenpuffer | 1.0
B
178.0 30.0 Isocration Flow 100% Elutionsschabenpuffer B | 5.0
208.0 60.0 Saulendquilibration | 100% Schabenpuffer B 5.0
268.0 Protokollende
13.0-201.0 | Proteinfraktionierung a 3 ml
Tabelle 8-10: Reinigungsprotokoll: IEX, UnoQ-12, Stufengradient.
8.8.4 Protokoll 2: SEC
Séule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen)
Temperatur: 20°C
Probenvolumen: 2 ml
SR Volumen , Flussrate
Volumen [m] Losung [ml/Min.]
[ml] '
0.0 1.0 Séulendquilibration 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 a 3 ml

Tabelle 8-11: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 (16/60).
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8.8.5 Protokoll 3: IEX

Saule: Uno Q12 (BioRad, Miinchen)
Temperatur: 20°C
Probenvolumen: 2 ml

ST Volumen , Flussrate
Volumen [mI] Losung [ml/Min.]
[ml] '
0.0 12.0 Saulendquilibration | 100% Schabenpuffer B 1.0
12.0 UV-Baseline
12.0 6.0 Probeninjektion 100% Schabenpufter 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 Saulendquilibration | 100% Schabenpuffer 5.0
318.0 Protokollende
16.5-290.0 | Proteinfraktionierung a 5 ml

Tabelle 8-12: Reinigungsprotokoll: IEX, Uno Q12, linearer Gradient.

8.8.6 Protokoll 3: SEC

Saule: S-300 (26/60, Pharmacia, Erlangen)

Temperatur: 20°C

Probenvolumen: 2 ml
Gesamt- Volumen Losung Flussrate
Volumen [ml] [ml/Min. ]
[ml]
0.0 1.3 Sdulendquilibration 100% Schabenpuffer D 1.3
1.3 UV-Baseline
1.3 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpuffer D 1.3
53 640.0 Proteinelution 100% Schabenpuffer D 1.3
645.3 Protokollende
150.0-645.3 | Proteinfraktionierung a 4 ml

Tabelle 8-13: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 26/60 fiir Peak 2-Probe.
Gesamt- Volumen Losung Flussrate
Volumen [ml] [ml/ Min. ]
[ml]
0.0 1.3 Sdulendquilibration 100% Schabenpuffer D 1.3
1.3 UV-Baseline
1.3 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpufter D 1.3
53 640.0 Proteinelution 100% Schabenpufter D 1.3
645.3 Protokollende
78.0-550.0 Proteinfraktionierung a 4 ml

Tabelle 8-14: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 26/60 fiir Peak 3-Probe.
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8.8.7 GrofBlenausschlusschromatographie der Extrakte

Sdule: S-300 (16/60, Pharmacia, Erlangen)
Temperatur: 20°C
Probenvolumen: 2 ml

Gesamt- Volumen ) Flussrate
Volumen [m] Losung [ml/Min.]
[ml]
0.0 2.0 Saulendquilibration 100% Schabenpuffer D 0.5
2.0 4.0 Probeninjektion 100% Schabenpufter D 0.5
6.0 294.0 Proteinelution 100% Schabenpufter D 0.5
300.0 Protokollende
20.0-300.0 | Proteinfraktionierung a 3 ml
Tabelle 8-15: Reinigungsprotokoll: SEC, S-300 16/60 fiir Extrakte.
8.8.8 GrofBenausschlusschromatographie des P II-Dissoziats
Sdule: S-200 (16/60, Pharmacia, Erlangen)
Temperatur: 20°C
Probenvolumen: 5 ml
Gesamt- Volumen Losung Flussrate
Volumen [ml] [ml/Min.]
[ml]
0.0 2.0 Saulendquilibration 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 a 1ml

Tabelle 8-16: Reinigungsprotokoll: SEC, S-200 16/60 fiir P II-Dissoziat.
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