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2 Arbeits- und Ergebnisbericht 

2.1 Einleitung 

In westlichen Industriestaaten leiden etwa 2-3 % der Bevölkerung an einer IgE-vermittelten 

Lebensmittelallergie [1]. Dabei reicht die Symptomatik dieser fehlgeleiteten Immunreaktion 

des Körpers von leichten Hautreizungen bis hin zu schweren und lebensbedrohlichen 

systemischen Reaktionen wie dem anaphylaktischen Schock. Eine kausale Therapie ist für 

Lebensmittelallergiker zur Zeit nicht verfügbar, sodass die konsequente Vermeidung des 

jeweiligen Allergens für Betroffene zwingend notwendig ist. Dieser Problematik begegnet der 

Gesetzgeber unter anderem mit der EU-Etikettierungs-Richtlinie 2000/13/EG [2], nach der 

Lebensmittelhersteller seit 2005 die 14 häufigsten Allergene auf der Verpackung von 

Lebensmitteln kenntlich machen müssen. Auf diese Weise soll Allergikern die Auswahl von 

allergenfreien Lebensmitteln erleichtert werden. Zusätzlich zu dieser verpflichtenden 

Deklaration der enthaltenen allergenen Zutaten kann der Hersteller auf freiwilliger Basis 

einen Hinweis auf möglicherweise im Lebensmittel enthaltene Allergene geben, die nicht 

gemäß Rezeptur, sondern unbeabsichtigt in das Produkt gelangt sein können. Auch wenn 

dieses sogenannte „may contain – labelling“ dem Verbraucherschutz dient, besteht das 

Risiko der Überdeklaration, die mit unnötigen Einschränkungen für Allergiker verbunden sein 

kann. Abhilfe kann an dieser Stelle nur eine verbesserte Analytik im Spurenbereich sowie die 

genaue Charakterisierung der allergieauslösenden Proteine liefern, sodass der freiwillige 

Hinweis auf mögliche Allergenkontamination zwar so häufig wie nötig, aber gleichzeitig so 

selten wie möglich erfolgt. 

2.2 Projektbeschreibung und Zielsetzung 

TEILPROJEKT 1 – NACHWEISMETHODE 

Ein wesentliches Ziel des Projektes ist die Entwicklung einer Massenspektrometrie-basierten 

Nachweismethode für die Bestimmung der Hauptallergene in Senf, Sesam und Sellerie. In 

Verbindung mit geeigneten Verfahren der Probenvorbereitung stellt die Massenspektrometrie 

für den Nachweis von Allergenspuren in komplexen Lebensmittelmatrices ein bedeutendes 

Werkzeug dar. Die Entwicklung der Nachweismethode sollte dabei dreistufig verlaufen. Im 

ersten Schritt werden mit Hilfe des hochauflösenden Orbitrap XL FTMS geeignete 

Markerpeptide, die für das zu untersuchende Allergen spezifisch sind, identifiziert. Im 

nächsten Schritt erfolgt auf Basis der ausgewählten Peptidmarker eine Etablierung der 

Methode an einem Triple-Quadrupol Massenspektrometer (AB Sciex 5500). In einem letzten 

Schritt wird die Methode im Hinblick auf Leistung, Sensitivität, Zeitaufwand und Robustheit 

optimiert. Als interne Standards kommen in diesem letzten Schritt stabil-isotopenmarkierte 



3 
 

Peptide zum Einsatz. Anwendung könnte eine solche Methode in vielen Bereichen der 

Lebensmittelindustrie und -überwachung finden. Die gängigen Nachweismethoden, die 

größtenteils auf Basis eines ELISA-Assays oder PCR-basiert erfolgen, könnten durch ein 

massenspektrometrisches Verfahren abgelöst werden. Mit Hilfe einer etablierten 

massenspektrometrischen Methode sollte es möglich werden, die Nachweisgrenze für 

Allergene deutlich zu senken und somit Lebensmittel für den Verbraucher sicherer zu 

machen. 

TEILPROJEKT 2 – CHARAKTERISIERUNG DER MAJORALLERGENE AUS SENF UND SESAM MITTELS 

NEUARTIGER KOMBINATION VON BOTTOM-UP, MIDDLE-DOWN UND TOP-DOWN-STRATEGIE 

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist die genaue Charakterisierung einzelner ausgewählter 

Allergene. Im Laufe der Arbeit erwies sich die Gruppe der 2S-Albumine als interessante und 

relevante Proteingruppe, zu der unter anderem die Majorallergene aus Senf und Sesam 

gehören. 2S-Albumine sind kleine, globuläre Proteine, die zur Prolamin-Superfamilie 

gehören. Sie kommen in Pflanzensamen vor, in denen sie zur Speicherung von Nährstoffen 

für die Entwicklung des Pflanzenkeimlings dienen. Strukturell handelt es sich bei dieser 

Proteingruppe um Heterodimere, die aus einer großen Untereinheit (8-10 kDa) und einer 

kleinen Untereinheit (3-4 kDa) bestehen. Die beiden Untereinheiten sind über zwei 

Disulfidbrücken miteinander verknüpft. Obwohl alle 2S-Albumine eine sehr ähnliche 

dreidimensionale Struktur mit einem hohen Anteil an α-Helices aufweisen, zeichnen sie sich 

im Hinblick auf die Aminosäuresequenz durch eine ausgeprägte Heterogenität aus. Weisen 

zwei Proteine eine Aminosäure-Sequenzübereinstimmung von mehr als 90 % auf, spricht 

man von Protein-Isoformen. Liegt die Sequenzübereinstimmung lediglich bei mehr als 67 %, 

spricht man von Isoallergenen. Isoformen können aufgrund von Genpolymorphismen, 

Variationen der mRNA-Prozessierung sowie unterschiedlicher posttranslationaler 

Modifizierungen entstehen [3]. 

Für das Hauptallergen Sin a 1 aus Senf sind bereits 8 Isoformen beschrieben [4, 5, 6], die 

jedoch lediglich auf der Basis von gentechnischen Methoden identifiziert wurden. Da die 

Anwesenheit eines Gens noch keine Aussage über die Exprimierbarkeit eines Proteins 

zulässt, stellt die Untersuchung auf Proteom-Ebene eine sinnvolle Ergänzung zur Analyse 

auf Genom-Ebene dar. Die hochauflösende Massenspektrometrie stellt ein ideales 

Werkzeug für die Bestätigung der bereits beschriebenen Isoformen dar und bietet darüber 

hinaus die Möglichkeit, noch nicht bekannte Isoformen zu identifizieren. Ermöglicht wird dies 

durch die Etablierung einer neuartigen Kombination von drei verschiedenen Proteomics-

Ansätzen, die im Ergebnisteil näher beschrieben wird.  
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TEILPROJEKT 3 – IN-VITRO VERDAUMODELL 

Mit Hilfe eines im Institut entwickelten in-vitro Verdaumodells sollen darüber hinaus 

Aussagen über das allergene Potential von unverarbeiteten und verarbeiteten Lebensmitteln 

getroffen werden. Das in-vitro Verdaumodell simuliert die Bedingungen, denen Substanzen 

im Körper während der Magen- bzw. Darmphase ausgesetzt sind. Auf diese Weise wird es 

möglich, die Veränderung von Proteinen im Laufe des Verdauungsprozesses sichtbar zu 

machen. Die Magenpassage zeichnet sich vor allem durch ein stark saures Millieu (pH 1-2) 

und die Anwesenheit der Protease Pepsin aus. In der Darmphase findet eine Erhöhung des 

pH-Wertes auf etwa 8-9 statt. Die Ausschüttung von Pankreasenzymen wird durch die 

Zugabe der beiden wichtigsten Proteasen – Trypsin und Chymotrypsin – simuliert. 

Außerdem werden Gallensalze in physiologisch relevanten Mengen zugegeben. Ein 

allergenes Protein zeichnet sich unter anderem durch eine außergewöhnliche Stabilität 

gegenüber Verdauungsprozessen aus, wodurch verhältnismäßig große Proteinbruchstücke 

unbeschadet den Magen-Darm-Trakt passieren und im Dünndarm in den Blutkreislauf 

aufgenommen werden können. Daraufhin kommt es bei Betroffenen zu der allergischen 

Reaktion. Welche Sequenzbereiche eines Proteins im Hinblick auf die Verdaubarkeit 

besonders geschützt sind und damit zum Auslöser der allergischen Reaktion werden, ist 

bislang nur unzureichend aufgeklärt. Auch für die Charakterisierung dieser Bruchstücke ist 

die hochauflösende Massenspektrometrie Instrument der Wahl. Nach Etablierung eines 

Systems für unverarbeitete Lebensmittel soll das Modell auf verarbeitete Lebensmittel 

übertragen werden. Auf diese Weise kann abgeschätzt werden, welchen Einfluss 

Verarbeitungsprozesse wie zum Beispiel das Rösten von Sesam auf die Allergenität haben. 

Dabei spielt vor allem die für Lebensmittelprozessierung relevante Maillard-Reaktion eine 

wichtige Rolle. 

TEILPROJEKT 4 – SELEKTIVE EXTRAKTION AUSGEWÄHLTER ALLERGENE 

Für die Isolierung einzelner Proteine kommen in der Praxis häufig präparative  

flüssigchromatographische Techniken zum Einsatz. Eine Auftrennung nach Proteingröße 

gelingt zum Beispiel mit Hilfe einer Gelpermeationschromatographie. Bis zur Isolierung eines 

einzelnen Proteins sind jedoch meist mehrere Aufreinigungsschritte notwendig. Zudem ist 

das Verfahren zeitaufwendig und die Anschaffung von geeigneten Chromatographie-Säulen 

und einer FPLC-Anlage kostspielig. Im Rahmen des Projektes soll ein einfaches Verfahren 

entwickelt werden, welches die selektive Extraktion einer einzelnen Proteingruppe (2S 

Albumine) ermöglicht. 
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2.3 Ergebnisse und Diskussion 

TEILPROJEKT 1 – NACHWEISMETHODE 

Für die allergenen Proteine aus Senf, Sesam und Sellerie sollte eine spezifische 

Nachweismethode entwickelt werden. Zu Beginn der Experimente zeigten sich 

Schwierigkeiten bei der Herstellung eines Sellerieextraktes aufgrund von oxidativen 

Veränderungen. Trotz Einsatz geeigneter Maßnahmen (Zusatz von Antioxidantien, 

Ausschluss von Luftsauerstoff) ließ sich kein reproduzierbares Extrakt erzeugen, weshalb die 

Nachweismethode zunächst vorrangig für Senf und Sesam entwickelt werden sollte. Im 

ersten Schritt sollten nach tryptischem Verdau eines Senf- oder Sesamextraktes aus der 

Vielzahl entstandener Peptiden diejenigen ausgewählt werden, die für eine spezifische 

Nachweismethode geeignet sind. Dabei spielen diverse Kriterien wie Extrahierbarkeit, 

Abundanz, Peptidgröße, Ionisierbarkeit und Spezifität eine Rolle. Ein erstes Screening führte 

zur reproduzierbaren Identifizierung von 120 potentiellen Markerpeptiden für Senf und 150 

Markerkpeptiden für Sesam. Durch Selektion nach oben genannten Kriterien reduzierte sich 

die Menge an geeigneten Markerpeptiden auf 10 Peptide für Senf und 30 Peptide für Sesam. 

Alle Peptide konnten reproduzierbar mit Hilfe der Orbitrap XL FTMS identifiziert werden. Im 

nächsten Schritt sollte eine Übertragung der Methode auf ein Triple-Quadrupol 

Massenspektrometer erfolgen. Nach intensiver Methodenentwicklung ließ sich keines der 

zuvor identifizierten Peptide am Triple-Quadrupol Gerät nachweisen. Da zu diesem Zeitpunkt 

die Neuanschaffung eines weiteren Massenspektrometers geplant war, mit dessen Hilfe 

dieses Problem möglicherweise lösbar wird, wurde das Teilprojekt zunächst pausiert und soll 

zum Zeitpunkt der Anschaffung des neuen Massenspektrometers wiederaufgenommen 

werden. 

TEILPROJEKT 2 – CHARAKTERISIERUNG DER MAJORALLERGENE AUS SENF UND SESAM MITTELS 

NEUARTIGER KOMBINATION VON BOTTOM-UP, MIDDLE-DOWN UND TOP-DOWN-STRATEGIE 

Im Laufe der Arbeit konnte eine neuartige Kombination von drei verschiedenen Proteomics-

Ansätzen entwickelt werden, die dazu eingesetzt werden kann, Allergenisoformen zu 

identifizieren. Dabei kann sogar der Austausch einer einzelnen Aminosäure in der 

Proteinsequenz identifiziert und lokalisiert werden. Für diese Methode wurden die drei 

Proteomics-Ansätze „Bottom-Up“, „Middle-Down“ und „Top-Down“ kombiniert. Bei der 

verbreiteten Bottom-Up Technik werden die Proteine vor der Analytik zunächst proteolytisch 

verdaut. Das dadurch erhaltene Peptidgemisch kann nach flüssigchromatographischer 

Trennung mittels Massenspektrometrie untersucht werden. Mit Hilfe spezieller Software 

(PEAKS®) lassen sich die auf diese Weise entstandenen Fragmentspektren auswerten. Der 

in der Software integrierte SPIDER-Algorithmus macht eine Identifizierung und Lokalisierung 
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einzelner Punktmutationen möglich. Diese Technik liefert jedoch keine Hinweise darüber, wie 

die nachgewiesenen Mutationen im intakten Protein kombiniert sind. Bei der Top-Down 

Strategie werden die Proteine ohne vorherigen Verdau in ihrer intakten Form analysiert. Über 

die Masse der intakten Proteine können relativ schnell und ohne aufwendige 

Probenvorbereitung Hinweise zu verschiedenen Isoformen und Modifikationen erhalten 

werden. Eine Zwischenform dieser beiden Strategien stellt die sogenannte Middle-Down 

Technik dar, bei der die Proteine vor der Analytik mittels limitierter Proteolyse in 

Untereinheiten gespalten und anschließend massenspektrometrisch analyisert werden. 

TEILPROJEKT 2A – CHARAKTERISIERUNG DER MAJORALLERGENE AUS SENF 

Mit Hilfe der oben beschriebenen Kombination verschiedener Proteomics-Ansätze wurde das 

Hauptallergen aus Senf – Sin a 1 – genauer untersucht. Dabei konnten wir vier von den 

bereits in der Literatur beschriebenen Isoformen bestätigen und haben zusätzlich vier neue 

Isoformen identifiziert. Im ersten Schritt wurde das Allergen auf mögliche Punktmutationen 

untersucht. In Abb. 1 ist ein Beispiel für die Identifizierung von Mutationen mit Hilfe des 

SPIDER-Algorithmus dargestellt. Auf diese Weise ließen sich insgesamt 27 Mutationen in 

der 130 Aminosäuren langen Sin a 1 Sequenz feststellen. 

 

Abb. 1: Kleine Untereinheit des Major-Allergens Sin a 1. Die Aminosäuresequenz ist grau hinterlegt, identifizierte 

Aminosäure-Mutationen sind in weißen Kästen ober- und unterhalb der Sequenz aufgeführt, Aminosäure-

Modifikationen sind farbig dargestellt. 

Im nächsten Schritt wurden die intakten Proteine bzw. die beiden Untereinheiten analysiert. 

Nach Berechnung der monoisotopischen Masse der identifizierten Proteine wurden die auf 

Bottom-Up Ebene identifizierten Mutationen mit den Top-Down bzw. Middle-Down 

Ergebnissen zusammengeführt. Abb. 2 zeigt ein Top-Down Spektrum des intakten Proteins 

Sin a 1. 
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Abb. 2: HESI-MS-Top-Down-Spektrum des intakten Sin a 1 Proteins, positiver Ionenmodus. Dargestellt ist der 

Ladungszustand z = +10. 

Jeder Peak in dem in Abb. 2 dargestellten Spektrum repräsentiert eine identifizierte Isoform. 

Es lässt sich deutlich erkennen, dass 4 abundante und etwa 4-6 noch gut identifizerbare 

Isoformen vorliegen. Auf Basis von 1216 Top-Down Massen, 1312 Middle-Down Massen für 

die große Untereinheit und 1308 Middle-Down Massen für die kleine Untereinheit ließen sich 

die 4 bekannten Isoformen Sin a 1.0105, Sin a 1.0106, Sin a 1.0107 und Sin a 1.0108 

eindeutig nachweisen. Zusätzlich konnten wir vier neue Isoformen identifizieren. Die 

Charakterisierung der einzelnen Isoformen eines Allergens ist insbesondere für den 

medizinisch-diagnostischen Bereich interessant. Es ist bislang nicht bekannt, ob alle 

Isoformen gleichermaßen allergene Wirkung aufweisen. Aufgrund der mutierten 

Aminosäuresequenz wäre eine veränderte Faltung des intakten Proteins durchaus denkbar. 

Die veränderte 3-dimensionale Struktur könnte somit auch ein abweichendes IgE-

Bindungsverhalten zur Folge haben, was im direkten Zusammenhang mit der Allergenität 

des Proteins steht. Die Ergebnisse dieses Projektes werden in wenigen Tagen einem 

Journal zur Veröffentlichung angeboten (siehe Publikationsliste). 

TEILPROJEKT 2B – CHARAKTERISIERUNG DER MAJORALLERGENE AUS SESAM 

Mit Hilfe der oben beschriebenen Technik wurde außerdem das Hauptallergen aus Sesam – 

Ses i 1 – genauer charakterisiert. Im Gegensatz zu den in Teilprojekt 2a beschriebenen 

Ergebnissen konnten wir für Ses i 1 keine Isoformen-Heterogenität nachweisen. Es ließ sich 

jedoch ein für 2S-Albumine bereits beschriebenes Phänomen nachweisen, das als C-
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terminales Clipping bekannt ist. Dabei lassen sich Aminosäuresequenzen nachweisen, die 

vom C-terminalen Ende ausgehend jeweils um eine oder mehrere Aminosäuren verkürzt 

sind. Während das C-terminale Clipping für die kleine Untereinheit von Ses i 1 bereits 2005 

von Moreno et al. [7] beschrieben wurde, ist es uns gelungen, das Clipping erstmals auch 

am C-Terminus der großen Untereinheit nachzuweisen. Die physiologische Bedeutung 

dieses Phänomens ist bislang nicht bekannt. Die Quantifizierung der geclippten Proteine soll 

erste Hinweise darauf geben, ob möglicherweise eine pflanzenspezifische Protease vorliegt, 

die ausschließlich C-terminal arbeitet. Nach diesem noch ausstehenden Experiment zur 

Quantifizierung, die mit Hilfe eines isotopenmarkierten Standards erfolgen wird, sollen diese 

Ergebnisse in den nächsten Wochen publiziert werden. 

TEILPROJEKT 3 – IN-VITRO VERDAUSYSTEM 

Mit Hilfe eines im Institut entwickelten in-vitro Verdaumodells sollen die Bedingungen, denen 

ein Allergen während der Verdauung im Magen- und im Darmtrakt ausgesetzt ist, simuliert 

werden. Auch in diesem Projekt haben wir uns zunächst auf die Gruppe der 2S Albumine 

beschränkt. Diese Proteingruppe ist aufgrund seiner dreidimensionalen Struktur bekannt für 

seine Stabilität gegenüber Verdauungsprozessen. Welche Strukturen im Allergen besonders 

resistent gegenüber Verdauungsprozessen sind, ist jedoch noch unzureichend erforscht. In 

den ersten bereits durchgeführten Experimenten lässt sich die Stabilität der Proteine 

bestätigen. Es wurde zunächst eine Kinetik-Studie durchgeführt, bei der die Allergene für 

eine Stunde in simulierten Magenbedingungen und anschließend für eine Stunde in 

simulierten Darmbedingungen bewegt wurden. Alle 10 Minuten wurden Aliquots entnommen, 

welche anschließend mit Hilfe von SDS-Page untersucht wurden. Das Ergebnis zeigte, dass 

selbst am Endpunkt des simulierten Verdauprozesses kein Abbau der Proteine stattgefunden 

hat. Die Versuche sollen in den nächsten Woche mit einer verlängerten Verweildauer in 

Magen- und Darmpassage wiederholt und anschließend massenspektrometrisch untersucht 

werden. Auf der Basis von massenspektrometrischen Daten könnte eine genaue Aussage 

über stabile und labile Bereiche des Proteins getroffen werden, was wiederum Hypothesen 

zu potentiellen IgE-Bindungsepitopen zulässt. 

TEILPROJEKT 4 – SELEKTIVE EXTRAKTION AUSGEWÄHLTER ALLERGENE 

Im Rahmen des Projektes konnte eine selektive Extraktion der Gruppe der 2S-Albumine 

erreicht werden. Dabei wurden die Parameter Pufferart, pH-Wert, Puffermolarität, 

Einsalzeffekt, Extraktionsdauer und Extraktionstemperatur getestet. Es hat sich 

herausgestellt, dass insbesondere der pH-Wert eine entscheidende Rolle für die Selektivität 

der Extraktion darstellt. Während bei gängigen Extraktionssystemen, bei denen häufig ein 

pH-Wert von 7-8 eingestellt wird, die gesamte Bandbreite an Proteinen extrahiert wird, erfolgt 
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bei einem pH-Wert von etwa 3,5 eine selektive Extraktion der 2S-Albumine. In Abb. 3 sind 

die Unterschiede in Abhängigkeit vom pH-Wert deutlich sichtbar. 

 

Abb. 3. Tricin-SDS-Page von unter verschiedenen Bedingungen extrahiertem Sesam. 

Während bei pH 7 noch das gesamte Proteinspektrum aus fein vermahlener Sesamsaat 

extrahiert wird, lässt sich der zunehmend selektive Charakter mit Absenkung des pH-Wertes 

deutlich erkennen. Ab pH-Werten von 4,0 kann von einer selektiven Extraktion gesprochen 

werden, die im Hinblick auf ihre Effizienz einer Aufreinigung mittels 

flüssigchromatographischer Techniken nicht nachsteht. Auf diese Weise kann in 

Abhängigkeit von der Fragestellung allein durch richtige Wahl des Puffersystems bereits eine 

Voraufreinigung einer Proteingruppe erreicht werden. 
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3 Zusammenfassung 

Die Allergene Senf und Sesam gehören zu den 14 häufigsten allergieauslösenden 

Lebensmittelinhaltsstoffen in Europa. Bereits 2-3 % der Bevölkerung westlicher 

Industriestaaten leiden an einer IgE-vermittelten Lebensmittelallergie. In dem Projekt 

„Allergene Proteine in Lebensmitteln – Analytischer Nachweis und Interaktion mit der 

Lebensmittelmatrix“ steht die umfassende Charakterisierung der Hauptallergene aus Senf 

und Sesam im Mittelpunkt. Es handelt sich dabei um 2S-Albumine, von denen häufig 

mehrere Isoformen vorliegen, verursacht durch Genpolymorphismen und unterschiedliche 

posttranslationale Prozessierung. In Kombination mit einer geeigneten Probenvorbereitung 

stellt die hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS) ein bedeutendes Werkzeug im 

Repertoire aktueller Methoden zur Analyse von Protein-Isoformen dar. Mit Hilfe einer 

neuartigen Kombination aus Bottom-Up, Middle-Down und Top-Down Proteomics konnten 

wir nicht nur bereits in der Literatur beschriebene Isoformen des Senf-Majorallergens Sin a 1 

bestätigen, sondern auch bislang nicht beschriebene Isoformen nachweisen. Dabei waren 

wir in der Lage, mit Hilfe der hochauflösenden Massenspektrometrie den Austausch einer 

einzelnen Aminosäure nicht nur zu identifizieren, sondern auch zu lokalisieren. Da bereits 

einzelne Punktmutationen zu einer Änderung in der Ausbildung der dreidimensionalen 

Proteinstruktur führen können, ist nicht auszuschließen, dass damit auch ein verändertes 

IgE-Bindungsverhalten einhergeht. Die genaue Kenntnis über die Heterogenität von 

Allergenisoformen stellt somit eine notwendige Basis für das Verständnis von 

allergieauslösenden Prozessen dar. Bei der Untersuchung des Hauptallergens aus Sesam – 

Ses i 1 – ließ sich das bereits beschriebene Phänomen des C-terminalen Clippings an der 

kleinen Untereinheit des Proteins bestätigen. Im Laufe des Projektes konnten wir das 

Clipping erstmals auch am C-Terminus der großen Untereinheit nachweisen. Des Weiteren 

wurde ein Extraktionssystem entwickelt, welches die selektive Extraktion von 2S-Albuminen 

ermöglicht. Das System ist im Hinblick auf die Effizienz vergleichbar mit gängigen 

präparativen flüssigchromatographischen Aufreinigungstechniken und stellt eine 

kostengünstige und schnelle Alternative dar. 

Dieses Promotionsprojekt wurde durch die Heinrich-Stockmeyer Stiftung gefördert. 

This study was financed by the Heinrich-Stockmeyer Foundation. 
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