

































































































































































































































































81 3. Ergebnisse

3.10. Ergebnisse des Western-Blots:

Nach der optischen Uberpriifung des Vorkommens deprdteins zu Antikbrper #78, bei
der es nicht moglich ist, Angaben Uber das Molek@aicht zu erhalten, wurden Western-

Blots durchgefuhrt, die diese Liicke schliessertesull

3.10.1. Western-Blot diverser Organlysate voManduca sexta:

Der Western-Blot diverser Organlysate (Fettkorg@arm, Malpighi'sche GefalRe, Nerv,
Spinndrise und Trachee) sowie Zelllysat aus HaneocybnManduca sextd 5 d2-3 zeigte,
mit Ausnahme der Malpighi’'schen Gefal3e, eine Baafeje etwa 36 kD. Die deutlichsten
Banden brachten das Lysat aus Malpighi'schen Gafaff®l Nerven (Ganglienkette des
Bauchmarks). Keine klare Bande ergab sich fur demD Hier entstand eine undifferenzierte
Wolke, die etwa ab 36 kD begann (Abb. 3.62).

66 kD
45 kD —— —
S

-
Abb. 3.62: Nachweis von Annexin IX in diversen OrganlysatEattkdrper, Darm,
Malpighi’sche Geféal3e, Nerv, Spinndrise und Trackea)e Hamocyten (HC) von
Manduca sext&d5d2-3 mit Antikdrper #78 und ALP-konjugiertem
@Mouse-Antikérper mit BCIP/NBT-Entwicklung auf emewWestern Blot.
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3.11. RT-PCR:

Um das Vorkommen und eine eventuelle Verteilung germuteten Isoformen von
Annexin IX innerhalb der Gewebe zu Uberprifen, eswisich der bisher verwendete
Antikdrper #78 als nicht nitzlich, da er an alteidvermuteten Isoformen zu binden vermag.
Diese Isoformen unterscheiden sich allerdings mLdmge ihrer jeweiligen mRNA, so dass
der Vorgang der RT-PCR genutzt wurde, um hier &eatifizierung zu ermdglichen.

3.11.1. RT-PCR mit aus diversen Organen und Eiern on Manduca sexta sowie

Hamocyten vonAcherontia atropos extrahierter RNA:

Als Ergebnis der RT-PCR der aus den einzelnen @rgantrahierten RNA mit den Primern
PKL und PR (siehe 2.11.6) resultieren bei den raeisdrganen (und Hamocyten), mit
Ausnahme des Darms, drei mehr oder weniger guhellee Banden von etwa 150, 300 und
500 bp Lange. Aus der dem Mitteldarm extrahierté&ARergab sich eine schwache Bande
bei etwa 150 bp. RNA aus Muskulatur und Spinnderbeachten bei 150 bp starke Banden,
wéhrend die Banden bei 300 und 500 bp undeutlistheinen Abb. 3.63 und 3.64).

Die fur die RT-PCR genutzte RNA aus den Eiern (30d3) ergab drei cDNA-Fragmente der
GréfRen 150, 300 und 500 bp, wobei diese als Bahdieden Proben Eier dO und Eier d1 am
deutlichsten zu erkennen waren (Abb. 3.64). Agkerontia atropogHamocyten extrahierte
RNA erbrachte eine Bande bei 150 bp sowie einen Ldiegen von 300 bis 500 bp
umspannenden Bereich (Abb. 3.64).
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Abb. 3.63: Darstellung der RT-PCR-
Produkte aus verschiedenen Organen
von Manduca sextanit spezifischen
Primern fur AnxB9:

Die aus der fir die RT-PCR eingesetzten
RNA resultierende cDNA von fast allen
gestesteten Organen (Nerv, Hamocyten,
Trachee, Muskel, Herz, Spinndrise,
Malpighi’'sche Gefal3e) erbringt drei
mehr oder weniger deutliche Banden in
Hohe von etwa 150, 300 und 500 bp
(vergl. Abb 3.64.). Die aus extrahierter
RNA des Mitteldarms resultierende
cDNA zeigt eine schwache Bande in der
Hbéhe von etwa 150 bp.
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Abb. 3.64: Darstellung der RT-PCR-
Produkte aus verschiedenen Organen
von Manduca sextanit spezifischen
Primern fir AnxB9:

Bei allen Proben voManduca sexta
(Eier dO bis d3, Fettkorper, Nerv) treten
drei Banden in Ladngen von etwa 150,
300 und 500 bp auf. Auscherontia
atroposHamocyten gewonnenen Probe
eine deutliche Bande im Bereich um
150 bp sowie einen undeutlichen Bereich
zwischen 300 und 500 bp.
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3.11.2.RT-PCR parasitisierter Larven:

Die fur die RT-PCR genutzte RNA aus Hamocyten vamchk Cotesia congregata

parasitisierterManduca sextdarven (P1 bis P3) erbrachte unter Verwendung Rtener
PKL und PR (siehe 2.11.6.) drei Banden in den Grd&, 300 und 500 bp, die den Banden
der als Positivkontrolle genutzten RNA aus den Héten unparasitisierter Tiere
entsprachen (Abb. 3.65).

Abb. 3.65: Darstellung der RT-PCR-

Bp Marker Neg. P1 P2 P3 Pos. Produkte mit spezifischen Primern fir
AnxB9:

Die verwendete Hamocyten-RNA der
drei parasitisierten Tiere (P1 bis P3)
bringt ebenso wie die Positivkontrolle
(Pos.; RNA aus Hamocyten nicht
parasitisierter Tiere) drei Banden von ca
150 bp, 300 bp und 500 bp Lange.
(Neg. =Negativkontrolle)
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3.12. Sequenzierungen und anschlielBender BLAST:

Um die Identitdt der durch die durchgefiihrte RT-PERaltenen cDNA Fragmente zu
verifizieren, wurden sie sequenziert und einem 8eguergleich mit der NCBI-Datenbank

unterzogen.

3.12.1. Sequenzierung und anschlieRender BLAST dé&®0 bp cDNA-Fragments von

Manduca sexta;

Die Sequenzierungen des ca. 500 bp grof3en , al®TdBICR gewonnenen cDNA-Fragments
von Manduca sext&rbrachte Sequenzen (Abb. 3.66 und 3.67), dieihem BLAST mit der
NCBI-Datenbank Ubereinstimmungen riManduca sextaAnnexin IX-Isoformen A, B, und
C zeigten. Weiterhin traten mit einer geringererefferquote Ubereinstimmungen mit
Annexin IX vonBombyx morin seinen Isoformen auf (Tab. 3.1 und 3.2).

ACCTN GGACG CTNCG CGNNT TNNAG TCTCC TTGAA TNNNC GNNAC
CCCTN GTAGA GNTGG NTCGC CGTTG ANCTG CANGN TGGAC TNCAT
TGANG TGTTN NGNNC CCNNA NTGCN NAGGC TNACN NNNAG TTTGA
TCTAG CACNN NGAGT GGANT AGTTA CNTTC CTGCA ANNCA CCGGT
NAGGT CATCN GCTAN CCAGC TCTCC AGGGG CTTGC CGGAT TTGTC
AAGGA ATGCC TGTTT GATGT CCCCG AGGNC NATCT CGGAG CGGNT
GACCA CGATT CTGAT NANAT NNN

Abb. 3.66: Erhaltene Teilsequenz des ca. 500 bp grof3en cDidgrients votManduca sextaGenutzter
Primer: PKL

Scare  E

Sequences producing significant alignments: (Bits)  “alue
gi[55564 71 Aemb|AJ583121,1] Manduca sexta mEMA for putative annexin [X-C 163 4 00E-57
gila5864 723 lemb]AJ5631 23 1| Manduca sexta partial mRRNA for putative Annexin -2 183 3 00E-34
gilS5864 721 [emb]AJ3631 22 1] Manduca sexta mRMA for putative annexin 1X-B 153 3 00E-34
gil ¥ 262458|dbj| AB030496 1| Bombeyx mori mRERA far Annexin X-2, complete cds a1,8 1 00E-12
gilF 262492 dhj|AB030455 1| Bombyx mori mRMA for Annexin H-C, complete cds 79,5 4 O0E-12
gil1 0801 SE9|cbjAB041637 1| Bombeyx mori EM1Glb mERNA, for annexin, complete cds 7ra 2 00E-11
oi[10501 267 |dhj|&AB041 6356 ,1] Bombeyx mori EMN16 mRRNA far annexin, complete cds FiGR =1 2 00E-11
gilF 262494 |dhj|AB031 205 1| Bombyx mori gene for annexin [X-C, annexin (-8, annexin (-2 7ra 2 00E-11
gil ¥ 2624 90)dkjlAB030497 1) Bombeyx mori mREMA for Annexin K-8, complete cds 7ra 2 00E-11
oi[1625081 jemb|£51107 1|[CEROVHS Caenorhabditiz elegans Cosmid ROYHS, complete zequence 401 350

gil49027 64 |emblAL0495:50 SHSDWJS0L1 4 Human DA sequence from clone RP1-90L1 4 on chromosome 6 40,1 350
Tab.3.1: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 5@@ospen cDNA-Fragments (Abb.X)



GNNGA
GTTTG
GNNCN
NCCGT
GAACA
TCAAG
TGACC
ACNAA
TGANC
AANAG
NAANN
ANNGC
ANTAN
NNNTA
GANCN
TNANN
NGCGN
ANNTT
GAATN
ATGTC
CGCNN

GNGGG
AAGTC
TGCCG
AGGAC
GNCTT
NCGCG
CANNC
GNGNC
CTNAA
NANCT
CATNA
GTNAT
NCANA
NTTTA
NTAAN
ATANG
NTAGN
NNTCG
NAGAN
TATGC
GACAG

TGGGG
GCCCT
TNNNT
AATCN
GTCTG
ACANC
NCGNA
CTCAG
GNATN
AGANA
NAAAT
ANNCG
NANGG
NGNGA
TGGGA
CNANT
ANANT
GAGNT
NANGN
NTGNA
AAAAT

GGGGA
TCGTA
NATAC
TCGNC
TAAGC
GGAGT
NCGAN
NGATA
CTTAG
ANNCT
TCTGA
NGTNN
TGTNT
GNTTA
GGANT
ATTNG
AAGAN
GNNGA
CTANG
NNANN
AGNTN
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NCCCT
TCGTC

AGNNT
AGCGT
NCGAT
GTTGG
AACNG
CCCCT
TNTGA

NCNGG
NCATG

CGACT
AGGAT
NGTNN
TNGAN
NATGC
NGNAG
TNNNN
NNNTN
ATNNT

ANNAC

TTNCN

ACTGC
GTGNA
GCTGA
GCCAG
CGGNT
ANAGA
AGAAC
AAANN

NANCA
NTGGN
GNCAN
TATGA

AGGTT
AGTGC
TNNAN
GTNNG
NNTNG
NNTTT

GTNAN
TCNGT

NTANC
ATNCC
TGCTT
CTCAC
GAGCA
GTCNN
ATAAT
CCNGN
NGAAC
GNCTT
CNGAN
NAAGN
NTNNN
TNNCG
ATANC
GTANA
CATGG
NNTAN
GGGAG
TTCTN
NNAAT

AGTAA
ATTAT
TAGAT
NGANA
GACNA
GGCNN
NANAT
TTTAN
ANNAN
ATCNA
CCGTT
CGNTA
CCAAT
GGANC
TCTGA
NTNAN
TGTNA
NNNGA
ATACG
NNTTA
GNN

. Ergebnisse

CGCGT
TCGNN
CNTAC
CNGAT
ACCCG
AGCCN
GAAGN
NGTCN
TACGA
NAATA
TTATA
NNANT
AATNN
NNTAA
CTNNN
TGACN
GNTNT
GGNGG
NNNGG
NGNNA

Abb. 3.67: Erhaltene Teilsequenz des ca. 500 bp groRen cBfgments voiManduca sextaGenutzter

Primer: PR

Sequences producing significant alignments:

i|SEEE4T 23/emb| 8631 23 1|
|SEEE4T 21 |emb| 8863122 1|
oi|SEE64T1 Sjemb|&JE63121 1

Wanduca sexta partial mRRA for putative Annexin [X-2
Manduca sexta mRMNA for putative annexin 1X-B
Manduca sexta mRMNA for putative annexin X-C

Score  E

(Bitz)

738
733
733

“alue

5,00E-10
5,00E-10
5,00E-10

Tab.3.2: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 5@€ogn cDNA-Fragments (Abb.3.67)
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3.12.2.Sequenzierung und anschlieRender BLAST de9®B bp cDNA-Fragments von

Manduca sexta:

Die Sequenzierungen des ca. 300 bp grof3en cDNAatgats von Manduca sexta erbrachte
Sequenzen (Abb.3.68 bis 3.70), die hdéchsten Ubstirgimungen mitManduca sexta
Annexin IX-Isoformen A, B, und C zeigten (Tab. & 3.5), gefolgt vorBombyx mori
Annexin (IX) (Tab.3.4).

NNNGA NCGNT AAGCG ANCTT TCAGG TCTCC CTTNG ANATN  TNCCT
GCAGA CCNTG NTTGA NACTN NTCNC CGTAT NCGCA GCAAC GGTGG
CNATN CTNAA CNANA TNTTC NTATN NNNNT  GNNNG CTCTT  GANGN
NNTGN TNGNN NNANC ANNNN GNGNN GANNN NTNCG TTCNN  GANNN
CACCG GTCNN GNCAN CNGCT ANCCA GCTCT CCANG GGNTT GCCGG
ANTNN  NCAAG GNNTG CCTGN TTGAT GTCCC CGANG NCCAT CTCGN
AGCGG NTGAA CCACA NTNCT TATNA NAANN N

Abb. 3.68: Erhaltene Teilsequenz des ca. 300 bp grossen eBidgments voiManduca sextaGenutzter
Primer: PKL

Scare  E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  “alue
gil58864 7 23lemb]AJ3631 23 1] Manduca sexta partial mRERA for putative Annexin -2 EO 4 O0E-06
gi[S5564 721 jemb|AJE83122,1] Manduca sexta mEMA for putative annexin [X-B B0 4 00E-06
gil55564 71 9lemb]AJ5631 21 1] Manduca sexta mRNA for putative annexin K-C G0 4 O0E-06

Tab.3.3: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 3g@oen cDNA-Fragments (Abb.3.68)

CCTNN NNNNN NCGCT CNAAA NCGAC CTCGG GGTAC ATCAA ACAGG
CATTC CTTGA CAAAT ACNGC AAGCC CCTGG ANAGC TGGCA TCGCT
GACGA CCTGA CTGGN GACTT CCGGA ATNTG ACTAG TGCAC ANTCT
TGTGN TACAT CCCTG CTANC CCNAT ACGAG CNACT TGCTT NTNTA
TNAAC NTTAT GNCNA AAGCT GACAN GCNCN TCNNG ACCCC TCAAA
CNGGT CCTNC NGATN TGTNA ATGGG CTCAN CCCNA ACACC NTNNC
NCNTA ACNNT ACCCC GGTGT NTTNA TNCTN AGAAN NACTN AAATN
GNCCT CCATT TACTA CNCNT TNTGT TTNNC TNCCT CTTCT GNCTN
NNNTT GGTTN ANTNN NTTCN CATTG ATACT NTTTN NGNNN ANTCG
TTINGG GCTNN ATGAA GATTN ANGNT ATNAN CCCTC CNCTG NGNNN
GCNTN NTATT  NNAGN AGNNG NTTCC TCTNN NNANG CNCAT TNANN
AANGA NNNNA GANNC GGNAN TNTNA GGCNG CCNCG CTNNT TNNCC
CNATA ANGAG NGANN AANNN NGTNN TNGCN GNAAN CTCNN TANCT
NTNTA CCCTT NNNNC CAANT NTTTA ATGGG NGAAG NCAAC NGCNC
NTTTT NTNTN  TNTAA ACGAT AGNNT ATTAA TGNAN GNNGN TTTTT

CGTGT GTAAA ANGNC CTTNN CATCG AGNNN TAGAN GNNAG NCCNC
NTNTN  GANNA CCNNA NTANT NNGAN GACAN NAGGT NNACN NACNG
TTCNT  NTTAT TAGCA TNTGG NNCAN TNANG NNAAC CTTTN  GNNGA
GNGTN NTGTG TGCAA NTNAN TCATT ACNCA TATNC TTNNN NGGNN
NGANN NGCTA CNGAN TATNT NNTNT  NACNT NNNTN CCTAN CATAT
CANNA ATNNT CGTNN CATTG TAGAA TTGTA TANNN  TNT

Abb. 3.69: Erhaltene Teilsequenz des ca. 300 bp groRen cBfgments voiManduca sextaGenutzter
Primer: PKL



Sequences producing significant alignments:

i|SEEE4T1 Semb| 2863121 1
|SEEE4T 21 |emb| 8863122 1|
o|SEEE4T 23lemb] & 8631 23,1

o7 262492|clbi AB030458 1|

ol 0501 559|dkj AB041 637 1|
o 0501 567|dkj| AB041 636 1|

ol 72624 30|dhj AB030497 1|

gi|SETETE4T|ghlAc1 53509 3
oi|2501 3348)gk|A 079550, 34|

o7 262483 dkj| AB030496 1|
Tab.3.4: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 3@@ospen cDNA-Fragments (Abb.3.69)

GGNAA
NTAAG
TTTGT
TCATA
CCACA
TNCNN
NNAAA
NAAAA
GNAGC
TTNGN
ATGCN
TNCNN
CGCNG
CNNTA
NAANN
GGGNT
GTNGG
CNNNG
GTNTN
ANTTT
ACATT

NTNTG
TCGAN
AGCGT
TANAA
NTNGN
TCACN
NNNAA
AAANN
NAAAN
NGANN
NTNTA
GNNNN
TNNGN
TAGNC
TNGGN
NNGNN
CNCNC
AGTAT
ATGNN
TGCNT
NGGNA

GNGGG
CCTTC
TCCNC
GNANC
GAGGC
CAATA
AAANN
CANNT
CCCNT
CNNNN
NNNAA
NANAA
NTNAA
NAATN
NAAGG
TGNNN
TAGGT
AANAT
ATTTA
TGAGN
ATTAA
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Manduca sexta mRNA for putative annexin K-C
Manduca sexta mRMNA for putative annexin 1X-B

Manduca sexta parial mREMNA for putative Annexin -2

Bombyx mori mREMA far Annexin -2, complete cds

Bombeyx mori EM1Gb mENA, for annexin, complete cds
Bombeyx mori EM1G mRMA for annexin, complete cds

Bombeyx mori mRERA far Annexin IX-B, camplete cds
hus musculus 10 BAC RP23-60H16

Mus musculus strain CSYBLAEJ chromosome 10 clone rp23-282p18

Bombyx mori mRMA for Annexin -2, complete cds

AANCC
NNATC
AACAA
GTGCT
TANGG
NATAG
TGNAN
NNTTG
TTAAN
NNAGT
NGAAN
ANTCA
GANAN
ANANN
GGCGT
NNNTN
GNAGT
GTTNN
NGNAG
TANGN
GTTNG

NCAAN
GTCCT
CNTGC
CNNCA
ACACA
NGGAT
CCNAT
NNANN
ANNCC
TGTTG

TCAGA
NGANA
ANTCT

GGCNT
CAANN
TTNTC

NNNNG
GNGTA
TCTNT

CTGNN
GTGNN

NCATT
GCAAG
GTAAN
TGNCN
CNCTC
CNANC
TCCNC
ACANA
NGCTA
TGTNN
AGNNG
NGNNN
GATGA
NTTGT
NAGAC
NTGNN
TNNNA
TCCTG
ATCTA
TTNGN
NNNAG

NTGTA
ACCAT
TCTTC
TNANT
NNAGG
CCGAT
TATTN
NACAC
TATTN
CANAN
ATAAT
NCTTN
CANTN
CGTGN
CAGTC
TTTTN
NTGTT
GCCGG
TTCCT
CNNTG
ACCCA

GCGCG
GTATT
AACCA
NNCTN
GGCNC
NGCNG
NNAGA
CNNGG
TGGNC
GANGG
AAAGT
GNNNN
NTNAN
GTNGA
NCNTN
AANTA
TCGTN
GTTAT
CNTCT
TTANG
TCC

3. Ergebnisse

Score  E
(Bitz)  “alue

125 300E-25
975  BO0E1T

955  200E-16
s01 0z
481 0049
481 0049
481 0,049
421 3

421 3

421 3

TGTTT
CGTAC
ANTNT
NCTTT
NCCCG
GGNNC
GAAAA
ATGGG
GTNTT
AGTNA
GTANT
ANAAC
CCCNG
NANCA
NNTGG
GTGTG
NTNNT
NTATA
NATGT
TNGNN

Abb. 3.70: Erhaltene Teilsequenz des ca. 300 bp grossen eBidgments voiManduca sextaGenutzter

Primer: PR

Sequences producing significant alignments:

oi|SEE64T 23jemb| & 8631 23 1|
|SEEE4T 21 |emb| & 8631 22,1
|SEEE4T1 Semb| 2863121 1

Manduca sexta partial mRERA for putative Annexin -2

Manduca sexta mEMA for putative annexin [X-B
Manduca sexta mRNA for putative annexin K-C

Score E
(Bits)  “alue

481 0049
481 0,049
481 0049

Tab.3.5: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 3@0ospen cDNA-Fragments (Abb.3.70)
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3.12.3. Sequenzierung und anschlieRender BLAST dd$0 bp cDNA-Fragments von

Manduca sexta:

Die aus dem ca. 150 bp groBen cDNA-Fragment ¥anduca sextallber SEQLAB
ermittelten Sequenzen (Abb. 3.71 und 3.72) liefleim gber einen Datenbankvergleich mit
NCBI mehreren Eintragen zuordnen (Tab. 3.7 und &B8)der Spitze dieser Eintrage befand
sich mit jeweils den hdchsten Trefferquotdanduca sexta®nnexin IX in seinen Isoformen,

gefolgt vonBombyx morAnnexin IX.

NTTTG AAANN TTTNC CGCTC TAGNC GANCT CGTGG GTNAT CAAAC
AGGCA TTCCT TGACA AATAC GGCAA GCCCC TGGAG AGCTG GATCG
CCTGC ACGAT ACGAA GGGGC GACTT CAAAC ACGTC GATGT NNCTG
ACCCT AGNTG TCGTN ANNGG TCGTC CTTCN CCTTT ATACT ATTGG
TNNNN CACTT CNCGG NTTTT GTTNA TAAAT TNTNN ANGGN GGGGN
NGNNC NNTAN ACCTC NCAAC NCNTN CCTNN TNCCT GCGNC CAANT
CCCNN ACNGT NNTNC ANNNN NNCNT TTCNN NNNGN NCNCN NTNGT
ACCAT TANNG TCGTC TANAG TCNCA NNTGA GGGTG NGNNC TNNGC
GCCTT TNCTT GNNNN NGNAN TNCTT NNGNT TNCTT NNCGT TCNNG
NTCGN ANTGC AANNA NTGTA NGTNT GNTNC NNNTA NTTAN GANNC
AGTCT TNGAN TATTA TCNAG AAATC TATGT NNNTC TTCTT GNNCN
TNNNC GNNCN NTCCA CTNTN TATAN TNTNN ACNNC ANANT CTNAN
NTANA NTACG NANNT CGTAN GGCGT NGGNA GCGCN NNACN NCNTN
NTCTG TANTN CGNNN GCGAT GANNG TANGN NNTGC TCNAT GTNNN
NCAAT TTACN AACTG NAGCT TGGTT NGGAN GNACN NAGCG CANNT
CTCNN NCNAC NATAN TGNCA CNNTG GNTCT NGNCN NTGTA GTNCT
NNTTT TANNG TNNGC NTTTG TNTAT ATCNN ANTAG NTGAT NTATA
NCGGC NCNNN AGCNC NCNNG NANTA TCTAC GACTN ANNCT CGANT
TAGNA ATGTG GGNAA CNNCA NNANN TTACN ACTGN CTTCN NNCTT
NCATC NTNGC NNTGN CNCNN TGNAT TGANN NNNNT NTCNA NNNNC
ANTCC NTTAG NTCNC ACANT NNTTG TCTCG NCTAT NTT

Abb. 3.71: Erhaltene Teilsequenz des ca. 150 bp grossen eBidgments voiManduca sextaGenutzter
Primer: PKL

Scare  E
Sequences producing significant alignments: (Bits)  “alue
gi[55564 72 5emb|AJ5831 23,1 Manduca sexta partial mENA for putative Annexin X-2 105 200E-19
gila5864 721 [emb]AJS631 22 1] Manduca sexta mRNA for putative annexin 1X-B 105 2 00E-19
gil55864 71 9emb]AJ3631 21 1] Manduca sexta mRMA for putative annexin XK-C 105 2 00E-19
oi[10501 269)dhj&AB041 6357 1] Bombyx mori EM16h mENA for annexin, complete cds L] S 00E-05
gil1 0801 567 |chjAB041636 1| Bombyx mori EM16 mRMA for annexin, complete cds 25 2 A0E-05
gil 7262494 kil AB031 205 1 Bombeyx moti gene for annexin X-C, annexin -8, annexin (-2 58 5 A0E-0S5
gi[ ¥ 262492 dbj| AB03E0495 1| Bombeyx mori mRERA far Annexin X-C, camplete cds L] S 00E-05
gilF 2624 90)dhj|AB030497 1) Bombyx mori mRMA for Annexin K-8, complete cds 25 2 A0E-05
gi| 7262488 dkjlAB030495 1 Bombryx mori mREMA for Annexin -2, complete cds 58 e-05
gi|a67 57647 gh|AC153509 5 hus musculus 10 BAC RP23-60H16 421 3
gil2501 3348|gh[ACO7IEE0 54| Mus musculus strain CSYBLASJ chromosome 10 clone rp23-262p18 (421 3

Tab.3.7: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 1§0ospen cDNA-Fragments (Abb.3.71)



CTTAA
CCCTT
TTGTC
AGCGG
TCNGN
ANAAA
NNNNT
CCGTT
NTNNC
TTAGN
ANNCN
TACNA
NNTCT
AAANN
NNNTT
CCNNN
NTNAT
GGATC
TTNAA
NCAAG
TGCAT

CANAN
CGTAT
AAGGA
TTGNA
TCNTT
NAANT
TNTAA
NNATT
ACTCT
ANNAN
CANTT
TNNCT
GNCAG
NTNTG
TNGAN
AATAG
AGTNA
GATAG
TNNAN
AGNNG
GTACN

NNTNT

CGTCA
ATGCC
CCTCG
NANCT
NCNNC
ANGAT
ACNGN
CTNGT
NAANN
CNTAG
NTCGA
TTNTG

TAANA

AACTT

ANAGA
ATNCA
NAATN

NNNNN
NATTA

TTGGT

ATACA
GCGAT
TGTTT
ATTCT
TTTGT
NNGNT
NNNGC
NCCCN
NCTNG
NTNTN
NTTAN
NANGN
GTNNN
CAATN
TGTNC
NNCNT
TNNCN
NTTGN
NNCCG
GACAN
ATCAT
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TATCA
CCAGC
TGATG
NNATG
GNTGN
CCNTN
NGNTA
TTTNN
NTTNA
AAANA
CNTTN
ANANN
CCNNN
CTACA
ATTAA
NNGTN
ATTAA
NNNAG
TNGNC
NNGNN
TNNTT

GTAAC
TCTCC
TCCCC
AATGN
NGNGG
NNNTT
GNNGN
NNNNT
TNNAN
AGNAA
TAANN
ANATA
NAANG
NAAAN
TATNN
ATNNN
NATTT
NTNNN
CNCAA
GNACA
NNTNN

GCGTG
AGGGG
GTAGG
NAAAT
NNNTN
GNGNT
NGCNN
CNCGC
AGTTN
TTTAC
AGCAN
NCAAA
AGNNC
TAAAN
NAGGT
TTAAT
GATAA
ATNTA
NAGNC
AAAAT
CNTNA

TTTGA
CTTGC
TCGAT
TANTG
ATCNN
TATNT
GNGAG
TATTT
AGATA
TTANA
CANGT
NTACA
GAGNN
AANAT
NNTCG
AAGAC
AGANC
TGATT
AGNNN
NACGN
TNT

3. Ergebnisse

AGTCG
CGTAT
CTCGG
NNCCN
NNATA
NANNN
AAGNN
NCTNN
NTNNA
TATTT
AGANN
ANNAT
NNAAG
AANNN
AGCNN
NANAN
NNANA
AACAT
TTCAG
ANNAC

Abb. 3.72: Erhaltene Teilsequenz des ca. 150 bp grossen eBidgments voiManduca sextaGenutzter

Primer: PR

Sequences producing significant alignments:

|SEEE4T 21 |emb| 28631 22 1|
o|SEEE4T] Slemb|&JE63121 1
o|SEEE4T 23/emb| 28631 23 1|
o 0501 559|dkj AB041 637 1|
ol 0B01 567 |dkj AB041 636 1|

o7 262490)dki| AB030457 1|
o7 262492|clki AB030455 1|
o7 262455|dhi| AB030455 1|
o7 2624594 |lbi| AB031 208 1|

Tab.3.8: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 1500spen cDNA-Fragments (Abb.3.72)

Manduca sexta mRMNA for putative annexin 1X-B
Manduca sexta mRMA for putative annexin XK-C

MWanduca sexta partial mRRA for putative Annexin -2

Bombeyx mori EM1Glb mERNA, for annexin, complete cds
Bambyx moti EMN16 mRMNA for annexin, complete cds
Bombeyx mori mREMA for Annexin K-8, complete cds
Bombyx mori mREMA far Annexin K-C, complete cds
Bombryx mori mREMA for Annexin -2, complete cds
Bombyx moti gene for annexin [X-C, annexin [X-B, annexin [X-2

Score  E

(Bitz)  alue
133 1 00E-27
133 1 00E-27
131 4 O0E-27

97 400E-15
M7 400E15
97 400E-15
857  200E-13
§s7  200E-13
835  900E-13
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3.12.4. Sequenzierung und anschlieBender BLAST dd$0 bp cDNA-Fragments von
Acherontia atropos:

Die aus dem ca. 150 bp groRen cDNA-Fragment A&oherontia atroposiber SEQLAB
ermittelten Sequenzen (Abb.3.73 und 3.74) lieReh 8ber einen Datenbankvergleich mit
NCBI mehreren Eintragen zuordnen (Tab. 3.9 und)3A0Q der Spitze dieser Eintrdge befand
sich mit jeweils den hochsten Trefferquotdanduca sext@&nnexin IX in seinen Isoformen.

TCTGA GATCG ATCTC GGAGA CATCA AACAG GCATT CCTTG ATAAA
TACNT NAAGC CTCTG GAGAG CTGGA TNNTC GACNN NCTAA NNGAG
NCTNN NNN

Abb. 3.73: Erhaltene Teilsequenz des ca. 150 bp grossen eBidgments vorcherontia atropos

Genutzter Primer: PKL

Score E

Sequences producing significant alignmentss: (Bitz)  “alue
Q535647 23|emb|AJ563123 1] Manduca sexta partial mRRNA for putative Annexin (H-2 §35 T,00E-14
QilSE5E47 21 |emb|&J363122.1] Manduca sexta mREMA, for putative annexin [X-B §3.8  700E-14
gil5356471 Slemb|AJ363121 1] Manduca sexta mRRA for putative annexin [¥-C §38  T00E-14
gil971 707 0lemb| AL3S4572.9] Human DM&, sequence from clone RP11-4201% on chromosome 1 40.1 1,0
il 302 7G4 emblALO43550 5 Human DMA, sequence from clone RP1-300L14 on chromosome 6 401 1.0
gil27 5441 SEjemb|EX070917 1| Zingle read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adult females (352 40
gil27E37400)mb|BX064119.1] Single read from an extremity of & full-length cONA, clone made from Anopheles gambise total sdult females (382 40
gi|27E37399)emb|BX0641158 1] Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adutt females (352 40
Gil27E36301 |emblBX063020.1] Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gi|27E36300]emb|BX063019 1| Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adutt females (352 40
il 276 30940)2mb|BA057659 1| Single read from an extremity of & full-length COMA, clone made from Anopheles gambise total sdult females (382 40
gil27E30939)emb|BX05TESS 1| Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambiae total adutt females (382 40
gil27E1 9409emb|B 0461 25.1| Tingle read from an extremity of & full-length cOMA&, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gi|2761 9408]emb|BX0461 27 1| Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambiae total adutt females (382 40
gil27E1 37 25lemb|EX040444 1| Tingle read from an extremity of & full-length cOMA&, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gil27E1 37 24lemblBX040443 1| Single read from an extremity of & full-length cONA, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gil2761 3269|emb|BX039955 1| Zingle read from an extremity of a full-length cOMA&, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gil2761 3268]emb|BX039957 1| Single read from an extremity of & full-length cON&, clone made from Anopheles gambise total sdult females (382 40
gil2751 0:5d 7 |emb|BX037 266 1| Zingle read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adult females (352 40
Gil2759951 Blemb|BR026535 1] Single read from an extremity of & full-length cONA, clone made from Anopheles gambise total sdult females (382 40
gil27595951 Slemb|BX026534 1| Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambise total adutt females (352 40
Gil27S TG ]emb|BR022614 1] Single read from an extremity of & full-length COMA, clone made from Anopheles gambise total sdult females (382 40
gil27561 TEd|emb|BX01 2544 1| Single read from an extremity of & full-length cOMA, clone made from Anopheles gambiae total adutt females (382 40
gil27 556260 emb|BX007040.1| Tingle read from an extremity of & full-length cOMA&, clone made from Anopheles gambise total adult females (382 40
gilET97 605|dkjAB1 79094 1| Macaca fascicularis testis cDMNA, clone 382 40
Q574527 0lref|<M_S59575 1| Anopheles gambiae str. PEST ENSANGPO0000023524 (ENSANGG00000012511) 382 40
0i[583801 S6lref|<M_310347 2| Anopheles gambise str. PEST ENSANGPO000001 5300 (ENSANGGO0000012514) 32 40
gilSE3501 S4jref|<M_310346 2| Anopheles gambise str. PEST ENSANGPOO0000227 79 (ENSANGGO0000012511) 38.2 4.0
Q57345221 [ref|HM_5595721| Anopheles gambiae str. PEST ENSANGPO0000027336 (ENSANGG00000012511) 32 40
gila837 5267 |ref|<M_306931 2| Anopheles gambise str. PEST ENSANGPOO00002449355 (ENSANGGO00000207 36) 36.2 4.0
gil29823 246 ] emb| AL T 31 76T 18] Mouze DMNA sequence from clone RP23-338L13 on chromosame 2 382 40
gil1 0501 S69|dkj AB041 637 1| Bombryx mori EM1Bh mRMA for annexin, complete cds 352 40
i1 0301 567k AB041 636 1| Botnkyx mari EM16 mRN&, for annexin, complete cods 382 40
g7 262494 |dhjlAB031 205 1| Bombryx mori gene for annexin -, annexin -8B, annexin -4 352 40
il 262492 dkjlAB030495 1| Botmnky mori mEMA for Annexin $-C, complete cos 382 40
g7 262490|dhj|AB030497 1| Bomkbry:x mori mRNA for Annexin [X-B, complete cds 352 40
gi| 7 262455 dkjlAB030496.1] Bombkryz mori mREMA for Annexin [X-4, complete cds 352 40

Tab.3.9: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 1§0ospen cDNA-Fragments véwherontia

atropos(Abb. 3.73)
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CACTA TACAG TATCT CTATT AACGC GTGTT TGAGT CTCCC TTCGA
TCGTC AGCTA TCCAG CTCTC CAGAG GCTTG CCGTA TTTAT CAAGG
AATGC CTGTT TGATG TCTCC AGATC GATCT CACGG TGACA TTGAT

A

Abb. 3.74: Erhaltene Teilsequenz des ca. 150 bp grossen eBidgments vorcherontia atropos
Genutzter Primer: PR

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Walue
gilSE5647 21 |emb|&J563122 1| Manduca sexta mREMA for putative annexin (K-8 937  1,00E-16
gil58364 71 Jlemb| 8863121 1| Manduca sexta mRMA for putative annexin K-C 937 1,00E16
gil25564 7 23lemb|&J563123.1| Manduca sexta partial mREMNA for putative Annexin [X-4 91.7 5 00E-16
i1 0301 569k AB041 637 1| Btk mari EM1 Gk mEMA for annexin, complete cos 600 2 00E-06
gil1 0501 S67|dkj AB041 636 1| Bomkbryx mori EN16 mRMA for annexin, complete cds 0.0 2 00E-06
gi| 7 262490 dkjl AB030497 1| Bombyx mari mREMA for Annexin X-B, complete cds E0.0 2 00E-06
il 7262492 |dhjlAB030495 1| Bombyyx mori mRERA for Annexin -C, complete cods 540 1 ,00E-04
il 7 262455 dbjlAB030496.1| Bombryz mori mRMA for Annexin (X-&, complete cds 54.0 1 ,00E-04
gil 7262494 dkjlAB031 208 1| Bomkyyx mari gene for annexin X-C, annexin [£-B, annexin [X-4 520 4 00E-04
gila71 707 0lembl| AL 35457 2.5 Human DA sequence from clone RP11-42015 on chromosome 1 40.1 15

gjil4 902764 emb ALO49550 SHSDU90L1 4 Human DM&, seguence from clone RP1-90L1 4 on chromosomes & 40.1 12

g7 773527 2|emb|CTO25157 6| Mouse DMA sequence from clone RP23-292013 on chromosome 14 382 58

gilE7 71 E0S] ki AB1 79094 1| Macaca fascicularis testiz cOMA clone: Gisd-12717 352 59

gil1 69241 28)gb[AC092811 .2| Homo sapiens chromosome 1 clone RP11-49601 2 382 549
gilG0G50:546])gklAC1 243159.2| hus musculus BAC clone RP23-345816 from chramosome 14 352 =549
0i[29339464|ub|AE01 6935 1 Bacteroides thetaiotaomicron YPl-5452 3|2 584
gil28201 761 |gh|AC1 296647 Homo sapiens BAC clone RP11-237A3 from 4 352 58
Qi[22549627|ub|AC1 26471 .4 Homo sapiens 12 BAC RP11-620019 3|2 94
gil29523246)emb|ALT 3 TET 18] Mouse DMA sequence from clone RP23-338L13 on chromosome 2 382 58

Tab.3.10:BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 1§0ospen cDNA-Fragments vétherontia
atropos(Abb.3.74)
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3.12.5. Direkter Vergleich einer aus den Sequenziegngen der ca. 150 bp grol3en Bande

erhaltenen Sequenz mit der partiellen mRNA farManduca sexta Annexin IX-A:

Der Sequenzvergleich Uber das NCBI Online-Tool éiR&ir Sequenz der 150 bp Bande
(Abb.3.75) gegen gi 58864723) (Abb. 3.75) ergale déibereinstimmung (614 bp — 705 bp)
im vorderen Bereich von gi 58864723, der mit dengiBe des in dieser Sequenz noch
vorhandenen Introns endete, sowie einen weiteremegsamen Bereich (2168 bp — 2198
bp), der 146 Basenpaare hinter dem erwarteten @-Hiedes Introns begann. Diese Bereiche
gingen bei der aus der dritten Bande ermitteltequ8ez (Abb. 3.71) lickenlos ineinander
Uber (12 bp — 106 bp und 106 bp bis 136 bp).

Query: 6l4 gatcgtggtcagocgotoogagatogacotocggygacatcaaaca—ggoattoo—-ttgas 671
A A A 1 N 1 L 4 L N S A A 4 A 4 1 O 1 B P

Shict: 12 agatggnggtnagochnthnnagathgancthgghgacatnaaacaaggoattoocttgne 71

Query: 672 saatacggoaagocco-ctggagagotggatogotg VOS5

L o o e
Shijet: 72 aaatacngoaagoccgotggagagotggatogotg 106

Query: 2168 gacgatacgaaggoogacttogssacacgogt 2198

L TR ettt
Shijct: 106 gangatacgaagggnoacttocaaacacgogt 136

Abb. 3.75: Sequenzvergleich zwischen der durch Sequenzietendritten Bande erhaltenen Sequenz (Sbjct)
gegeniiber gi 58864723 (Query): Es treten Uber@imstingen in den Bereichen 614 -705 und 2168 — 2198 b2
—106 und 106 — 136 auf. Basenpaar 705 von gisBB®ist das Ende des vorderen, den drei Isoformen



94 3. Ergebnisse

3.13. Splice Site Vorhersage in gi 58864728 &nduca sexta partielle mRNA fur
Annexin IX-A):

RT-PCR uddr
Sequenzverlgeiche wurde die in der NCBI-DatenbamkeHegte Nukleotidsequenz von

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse der anschliessenden
Annexin IX-A, die laut lescH (2005) auch die Sequenzen der anderen beidearisen
enthalt auf mogliche weitere Splice-Sites untersuch

Die Splice-Site Vorhersage in gi 58864723 ulber dxdine-Werkzeug des Berkeley
Drosophila Genome Donor-Sitest
Wabhrscheinlichkeiten (Tab. 3.11). Die Site des ket Scores (0,79) geht mit der von Dr.

Christine Lesch vorhergesagten Donor-Site des demegmsamen Teil der Isoformen

Project ergab mehrere unterschiedlichen

beendenden Introns konform .

Die Berechnung der Acceptor-Sites zeigt ebenso enetivioglichkeiten auf, unter denen die
drei, fur die die drei hochsten Scores (0,86, Bd 0,81) errechnet wurden, den von Dr.
Christine Lesch angenommenen Splicing-Sites furddée Isoformen entsprechen. Weiterhin
wird eine Acceptor-Site mittleren Scores (0,65) eaygben, deren Lage mit dem Beginn der
zweiten Ubereinstimmung der aus der dritten FragiBamde ermittelten Sequenz und
gi 58864723 Ubereinkommt.

Start End Score Exon Intron
z91 305 0.41 aaccagggtgtggac . L
Tab.3.11: Ergebnis der Berechnung mdglicher,
536 550 0.73 gagcaaggttggttt . . .
s den Beginn eines Introns anzeigenden Donor-
=R T B3 sRFERERT LAsGTT Sites in der Sequenz gi 58864723 (Anx BIX-A);
Legs 8l Haos cogaste Leagoac die Site des hochsten Scores (0,79) entspricht der
1507 1521 0.45 gtgagat Dasaces vorhergesagten, das den Isoformen gemeinsame
1559 1573 0.47 cogteat Dasctet Exon beendenden Splicing-Site.
2027 2041 o.61 crgactgd Doactee
2386 2400 0.68 crattar Datgrra
Start End Score Intron Exon i
503 633 o.7o aaatgataagaccctoatcdJaategtggtoagoogotocy Tab. 3.12: Erg__eb_ms der
Berechnungen mdglicher, das
793 833 0.57 attgasaatttatcagttt A ootgatgttgaatttaaage Ende eines Introns anzeigender
985 1005 o.74 totatgttttatatttaat AJasatatataaactgaccoat Acceptor-Sites in der Sequenz
1086 1126 0.78 taatatatacttattatacdJatctgtttataggaatatte 0i 58864723 (Anx IX-A); die
1098 1138 0.61 attatacagatctgtttat A gaatattoaagatttagtat Sites der drei hochsten Scores
1170 1210 0.66 atgtgttaattgttctaacagagaaaagcactaattggcat (0,861 0184 und 0,81)
1251 1291 0.56 cagaatccgttttgattgcaggacgacacttccggggatta entsprechen den "Jewelllgen
vorhergesagten Anfangen der
1390 1430 o.a7 ttotttttgtoaatttget AJattattaagacagt taggge . . T
unterschiedlichen  Teilstlicke
1518 1558 0.54 atttatttgagatctgtat A ttogettgtgagoacygton der drei Isoformen Eine
1560 1600 a.7vo ggtcatgtaactcttccgtagctaacagctttatgtgtcgc weitere Vorhersage mittleren
1622 1662 0.40 ttoctoattagttttgott Attt tacaagtagttgtggt Scores (0'65’ bei 2147 bis 2187
1649 1689 0.81 aagtagttgttggtttttedJgaggacataggaggtooget Iiegend) Iiegt passend mit dem
1587 1927 0.689 gatttccattctcatgtatagtcagaaccaagaatgcacgt E_Seglnr_l . der zweiten
2000 2040 0.81 gttttoogotgttgtttacdJgatgacotgactggtgactt Ub_erelnstlmmung der a_us der
Z104 Z144 o.50 tgaatatttggttaagott A catgttgttgoggaacgoeta Kleinsten Bande ermittelten
; Sequenz und gi 58864723.
2147 2187 0.65 aagtacaataatggtttgcaggacgatacgaagggcgactt
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3.14. Anwendung des neuen Intron-Endes auf die Nukbtidsequenz von Annexin
IX-C:

Wendet man die Annahme eines langeren Intronscagrhgilt man aus der vermuteten Pra-
MRNA (LEscH2005) fur Annexin IX C eine neue Nukleotidsequdaz mRNA (Abb. 3.76):

AUGAG CGGAC AACAG UACUA CCCCU AUAAG UGCAC CCCCA cCGGUG
UACCC CGCGG AGCCU UUCGA CCCCG CGGCG GAUGC GGAGA cccuc
CGCAA GGCUA UGAAA GGGUU UGGCA CCGAC GAGAA GGCCA UCAUC
GACGU CCUUU GCCGC CGCGG UAUCG UCCAG CGUCU GGAGA uUuaGcc
GAAAC UUUCA AGACU AACUA UGGCA AGGAC CUCAU CAGCG AGUUG
AAGAG CGAAC UGAGC GGCAA CUUGG AGAAC GUCAU CGUUG CGCUG
AUGAC CCCCC UGCCA CACUU CUACG CUAAG GAACU GCACG AceGcc
GUCGC GGGAC UCGGU ACCGA CGAGG AGGCG AUCAU UGAGA UCCUG
UGCAC ACUCU CAAAC UACGG CAUCC GCACC AuCuUC AGCUU UCUAC
GAACA AUUAU ACAAC AAGAG CUUGG AAUCG GAUCU GAAAG GCGAC
ACAUC UGGCC ACUUC AAGAG GCUGU GUGUU uccCU AUGUA uUGGcCcC
AACCG UGAUG AGAAC CAGGG UGUGG ACGAA GGCGC CGCUA GGGcu
GACGC UGAGG CCCUG GCCAA CGCCG GCGAG GGACA AUGGG GCAccC
GACGA GUCCG UCUUC AACUC UAUUC UUAUC ACACG AUCCU ACCAA
CAGCU GAGAC AGAUA UUCGC UGAAU UCGAG GCGUU GACUG GAAAG
GACAU CGAAG AAUCU AUCAA GAAGG AAUUC UCUGG AAGCA UCGAG
AAGGG CAUGC UUGCU AUUGU GAAAU GCGUA AAGAG CAAGG UuGGuU
UUCUU CGCUG AGCGC CUGUA CUAUU CCAUG AAAGG GCUCG GUACA
AAUGA UAAGA CCCUC AUCAG AAUCG UGGUC AGCCG CuCCG AGAUC
GACCU CGGGG ACAUC AAACA GGCAU UCCUU GACAA AUACG GCAAG
CCCCU GGAGA GCUGG AUC GGA CGAUA CGAAG GGCGA CUUCA
AACAC GCGUU ACUGA CCCUA GUGUC GUAGG GACGC AUACG CAUUA
UACUG CAGAC CGAUA GACAU GCCUU UGACC CGUAU AACUG UUAAG
AGAUG UUUAG AAAUU AAAGC UUGAU AUUUU UGUGA AAAUG AGAUA
UUUAU UGGUG CUGUA CUUUU GUUUA CAUUA UACAU AUUUA CAUnA
UAAUU AUUAA AUCAC ACUAU UAUGU AUGUU AnAAA GAGAA AAAAA
AAAAA  AAAAA  AAAAA AAAAA CUnAA GGGGG GGCCC GGUAC CCAA

Abb. 3.76: Basierend auf den Sequenzierungsergebnisse uohliaf®nder BLASTs angenommene
Nukleotidsequenz voWlanduca sextannexin IX-C.
Grin-rot dargestellt ist die neu angenommene 3Sygjisite.
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Diese mRNA ergibt, in Aminosauren Ubersetzt, watdin den Leserahmen, der auch fur das

vorherige Produkt angenommen wurde, folgende Andinesequenz (Abb.3.77):

MSGQQ YYPYK CTPTV YPAEP FDPAAMAETL RKAMK
GFGTD EKAIlIl DVLCR RGIVQ RLEIA ETFKT NYGKD
LISEL KSELS GNLEN VIVAL MTPLP HFYAK ELHDA
VAGLG TDEEA IIEIL CTLSN YGIRT ISAFY EQLYN
KSLES DLKGD TSGHF KRLCV SLCMA NRDEN QGVDE
GAARA DAEAL ANAGE GQVGTDESVFE NSILI TRSYQ
QLRQI FAEFE ALTGK DIEES IKKEF SGSIE KGMLA
IVKCV KSKVG FFAER LYYSM KGLGT NDKTL IRIVV

SRSEI DLGDI KQAFL DKYGK PLESW IAGTI RRATS
NTRY

Abb. 3.77: Basierend auf den Sequenzierungsergebnissen gntli@ffender BLASTs angenommene
Aminosauresequenz vdvanduca sext@nnexin IX-C. Rot dargestellt ist die Lage der Axim-Domanen.

Diese Sequenz wurde bei einem BLAST der NCBI-Daekbals Annexin IX-B oder IX-C
mit der hochsten Trefferquote erkannt. Weiterhirrdea vier Annexin-Doménen gefunden,
die bei Aminosaure 30-90, 97-162, 193-246 und 25@08 zu liegen kommen.

Das aus diesen Uberlegungen erhaltene Proteirezeiigtberechnetes Molekulargewicht von
35491.35 D und eine Ubereinstimmung von 96,8 %lem von lEscH (2005) erwarteten
Annexin 1X-C.
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3.15. Anwendung des neuen Intron-Endes auf die Nukbtidsequenz von Annexin
IX-A und B:

Da hier keine direkten, das mogliche neue Introarspannenden Sequenzbeweise, sondern
nur die Fragmentlange als Hinweis diente, wurdeaadlder berechneten Splice-Sites und der
erhaltenen Fragmente mdgliche Introns gewahlt, siiten sie zum Tragen kommen, die

erhaltenen Fragmentlangen ergaben.

Wendet man die Ergebnisse der Splice-Site-Vorhersadg<ombination mit den erhaltenen
Fragmentlangen auf gi 58864723 an und rekonstrulag dem NCBI-Datenbankeintrag
fehlende Stiick aus den Eintragen \Manduca sextaAnnexin IX-B und C , so ergibt sich
eine Nukleotidsequenz (Abb. 3.78), die translatigbb. 3.79) ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 34,4 kD erbringt, das Annekiomanen bei Aminoséure 30-90, 97-
162, 193-246 und 256-308 enthalt und nach einem SBLAnit der NCBI-Datenbank die
besten Ubereinstimmungen mit Annexin IX-B oder @ Wanduca sextaind Annexin IX-A,

B oder C vorBombyx morkeigt.
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AUGAG CGGAC AACAG UACUA CCCCU AUAAG UGCAC CCCCA CGEUG
UACCC CGCGG AGCCU UUCGA CCCCG CGECG GAUGC GGAGA cccuc
CGCAA GGCUA UGAAA GGEGEUU UGGCA CCGAC GAGAA GGCCA UCAUC
GACGU CCUUU GCCGC CECGG UAUCG UCCAG CGUCU GGAGA UUGCC
GAAAC UUUCA AGACU AACUA UGGECA AGGAC CUCAU CAGCG AGUUG
AAGAG CGAAC UGAGC GGECAA CUUGG AGAAC GUCAU CAUUG CGCUG
AUGAC CCCCC UGCCA CACUU CUACG CUAAG GAACU GCACG ACGCC
GQUCGC GCGAC UCGEU ACCGA CGAGG AGECG AUCAU UGAGA UCCUG
UGCAC ACUCU CAAAC UACGG CAUCC GCACC AuCUC AGCUU UCUAC
GAACA AUUAU ACAAC AAGAG CUUGG AAUCG GAUCU GAAAG GCGAC
ACAUC UGGECC ACUUC AAGAG GCUGU GUGUU ucCCu AUGUA uGaecC
AACCG UGAUG AGAAC CAGGEG UGUGG ACGAA GGCGEC CGCUA GacCU
GACGC UGAGG CCCUG GCCAA CGCCG GCGAG GGACA AUGGG GCACC
GACGA GUCCG UCUUC AACUC UAUUC UUAUC ACACG AUCCU ACCAA
CAGCU GAGAC AGAUA UUCGC UGAAU UCGAG GCGUU GACUG GAAAG
GACAU CGAAG AAUCU AUCAA GAAGG AAUUC UCUGG AAGCA UCGAG
AAGGG CAUGC UUGCU AUUGU GAAAU GCGUA AAGAG CAAGG uucau
UUCUU CGCUG AGCGC CUGUA CUAUU CCAUG AAAGG GCUCG GUACA
AAUGA UAAGA CCCUC AUCAG AAUCG UGEUC AGCCG CUCCG AGAUC
GACCU CGGEGEG ACAUC AAACA GGCAU UCCUU GACAA AUACG GCAAG
CCCCU GGAGA GCUGG AU GAUU AUUAA GACAG UUAGG GCUUG
ACGEC CGAUC GUAAA GUAAA ACAAG CACAA CGCUA GUCUA GACEU
UCGCG GUCGEU CGGEEU GUGCU AGGUU AUCGU GA GUCA GAACC
AAGAA UGCAC GUUUG AAGUU UGAGC GCAGU GGEUUU GAACU AUGGEG
CCAGU UUAUU UUGUU CGCUA ACAUG UGAAG CGUGA GCGCG uuuucC
CGCUG UUGUU UACAG GAUGA CCUGA G GACGA UACGA AGGEEC
GACUU CAAAC ACGCG UUACU GACCC UAGUG UCGUA GGGAC GCAUA
CGCAU UAUAC UGCAG ACCGA UAGAC AUGCC UUUGA CCCEUJ AUAAC
UGUUA AGAGA UGUUU AGAAA UUAAA GCUUG AUAUU UUUGU GAAAA
UGAGA UAUUU AUUGG UGCUG UACUU UUGUU UACAU UAUAC AUAUU
UACAU UAUAA UUAUU AAAUC ACACU AUUAU GUAUG UUAAA AAGAG
AAAAA AAAAA AAAAA AAAAA AAAAA AA

Abb. 3.78: Mit Hilfe der aus den Frangmentlanged Bplice-Site-Vorhersagen ermittelte Nukleotid-
Sequenz der mRNA des méglichiianduca sext@Annexin 1X-A. Kursiv und unterstrichen ist dersagen
Sequenzen vollanduca sext@nnexin IX-B und C der NCBI-Datenbank rekonstrtéeFeil. In griin-rot
dargestellt sind die neu angenommenmen SplicingsSit

MSGQQ YYPYK CTPTV YPAEP FDPA DAETL RKAMK
GFGTD EKAIl DVLCR RGIVQ RLEIA ETFKT NYGKD
LISEL KSELS GNLEN VIVAL MTPLP HFFAK ELHDA
VAGLG TDEEA IIEIL CTLSN YGIRT ISAFY EQLYN
KSLES DLKGD TSGHF KRLCV SLCMA NRDEN QGVDE
GAARA DAEAL ANAGE GQVGTDESVFEF NSILI TRSYQ
QLRQI FAEFE ALTGK DIEES IKKEF SGSIE KGMLA
IVKCV KSKVG FFAER LYYSM KGLGT NDKTL IRIVV
SRSEI DLGDI KQAFL DKYGK PLESW IADY

Abb. 3.79: Mit Hilfe der aus den Frangmentlanged 8plice-Site-Vorhersagen ermittelte Aminosaure-
Sequenz der mRNA des moglichdianduca sext®&nnexin IX-A. Rot dargestellt ist die Lage der Aaxn-
Doménen




Bei gleicher Vorgehensweise ergab sich fur die niwrsgliche Annexin IX-B mRNA der

NCBI-Datenbank eine Nukleotid-Sequenz (Abb. 3.8@)en translatiertes Protein (Abb.3.81)
ein berechnetes Molekulargewicht von 35,3 kD besalAnnexin-Domanen bei Aminosaure
30-90, 97-162, 193-246 und 256-308 enthielt. DeABL mit der NCBI-Datenbank ergab

die besten Ubereinstimmungen mit Annexin IX-B o@ewon Manduca sextaind Annexin

IX-A, B oder C vonBombyx mori
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AUGAG
UACCC
CGCAA
GACGU
GAAAC
AAGAG
AUGAC
GUCGC
UGCAC
GAACA
ACAUC
AACCG
GACGC
GACGA
CAGCU
GACAU
AAGGG
UuuCuJ
AAUGA
GACCU
CCccCcu
GAAGU
UCGCU
GGRAUG
GUUAC
GACCG
UAGAA
GUGCU
UAAAU

CGGAC AACAG
CGCGG AGCCU
GGCUA UGAAA
CCUUU GCCGEC
UUUCA AGACU
CGAAC UGAGC
CCCCC UGCCA
GGGAC uccay
ACUCU CAAAC
AUUAU ACAAC
UGGECC ACUUC
UGAUG AGAAC
UGAGG CCCUG
GUCCG ucuuC
GAGAC AGAUA
CGAAG AAUCU
CAUGC uucCU
CGCUG AGCGC
UAAGA CCCUC
CGEEG ACAUC
GGAGA GCUGG
UUGAG CGCAG

UACUA
UUCGA
GGEUU
CGCGG
AACUA
GGCAA
CACUU
ACCGA
UACGG
AAGAG
AAGAG
CAGGG
GCCAA
AACUC
UUCGC
AUCAA
AUUGU
CUGUA
AUCAG
AAACA
AUC

UGGEUU

CCCcCcu
CCCCG
UGGCA
UAUCG
UGGCA
CUUGG
CUACG
CGAGG
CAUCC
CUUGG
covey
UGUGG
CGCCG
UAUUC
UGAAU
GAAGG
GAAAU
CUAUU
AAUCG
GGCAU

auC
UGAAC

AACAU
ACCUG
UGACC
AUAGA
AUUAA
GUACU
CACAC

GUGAA
A

CUAGU
CAUGC
AGCUU
vuvey
UAUUA

GCAUG AGCGC
GGACG AUACG
GUCEJ AGGEA
CUUUG AACCG
GAUAU UUUUG
UUACA UUAUA
UGUAA AAAAA

AUAAG
CGEECG
CCGAC
UCCAG
AGGAC
AGAAC GUCAU
CUAAG GAACU
AGGCG AUCAU
GCACC AuCuC
AAUCG GAUCU
GUGUU ucccu
ACGAA GGECGC
GCGAG GGACA
UUAUC ACACG
UCGAG GCGUU
AAUUC UCUGG
GCGUA AAGAG
CCAUG AAAGG
UGGEUC AGCCG
UCCUU GACAA
AGUAC CAAGA
UAUGG GCCAG
GUUUU CCcCU
AAGGG CGACU
CGCAU ACGCA
UAUAA CUGUU
UGAAA AUGAG
CAUAU UUACA
AAAAA AAAAA

UGCAC
GAUGC
GAGAA
Ccaucu
CUCAU

CCCCA
GGAGA
GGCCA
GGAGA
CAGCG
CAUUG
GCACG
UGAGA
AGCUU
GAAAG
AUGUA
CGCUA
AUGGEG
AUCCU
GACUG
AAGCA
CAAGG uucay
GCUCG GUACA
CUCCG AGAUC
AUACG GCAAG
AUGCA CGUUU
UUUAU UUUGEJ
GUUGJ UUACA
UCAAA CACGC
UUAUA CUGCA
AAGAG AUGUU
AUAUU UAUUG
UUAUA AUUAU
A

CGAUG
CCcuC
UCAUC
UCGCC
AGUUG
CGCUG
ACGCC
UCCUG
UCUAC
GCGAC
UGGECC
GEECU
GCACC
ACCAA
GAAAG
UCGAG

Abb. 3.80: Mit Hilfe der aus den Frangmentlanged Bplice-Site-Vorhersagen ermittelte Nukleotid-

Sequenz der mRNA des moglichdianduca sext®&nnexin IX-B.
Grun-rot dargestellt sind die Ubergange der ne@aommenen Splicing-sites.

3. Ergebnisse
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Abb. 3.81: Mit Hilfe der aus den Frangmentlanged 8plice-Site-Vorhersagen ermittelte Aminosaure-
Sequenz der mRNA des moglichdianduca sext@nnexin IX-B. Rot dargestellt ist die Lage der Axim-
Domanen.
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4. Diskussion:

Als Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit stehea Niachweise von Annexin IX in

Manduca sextdLescH 2005) undBombyx mori{XiA et al. 2001). Fir das iManduca sexta

vorkommende Annexin IX als Antigen ist ein monokder Antikorper bekannt

(LEscH2005), dessen hohe Spezifitdt im Verlauf der Arbgenutzt wurde, um das
Vorkommen von Annexin IX im Organismus selbst umd weiteren Lepidopteren zu
untersuchen.

Weiterhin wurde der durch den Vorgang des altereatiSplicens bedingte Aufbau der
MRNA des untersuchten Proteing€gcH 2005, XA et al. 2001) genutzt, um das Vorkommen

der Isoformen zu spezifizieren.
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4.1. Monolayer der untersuchten Lepidopteren:

Zuerst soll kurz erértert werden, welche Schlusske aus den vorliegenden Ergebnissen in

Bezug auf ein Vorkommen von Annexin IX innerhally Hepidoptera ziehen lassen.

Antikdrper #78 findet sein Antigen bei allen darduith untersuchten Lepidopteren. Da der
verwendete monoklonale Antikorper eine hohe Sgétifiufweisen, ist anzunehmen, dass bei
allen markierten Zellen ein entsprechendes Epitofnanden ist. BeManduca sextdiegt
dieses Epitop im konservierten Teil des Annexin(DescH 2005), ein Annexin, fur das in
Bombyx morein Homolog gefunden wurde iXet al 2001). Bei den getesteten Hamocyten
vom Bombyx morist eine positive Markierung mit Antikorper #78 khaobachten. Dies und
die hohe Ahnlichkeit (Sequenziibereinstimmung) deidén Annexine beider Arten lassen
darauf schlie3en, dass auch hier Annexin IX al$ @s verwendeten Antikdrpers fungiert.
Betrachtet man die bisher angenommenen Verwandtscbehdltnisse der getesteten
Lepidopteren (8IMADA et al. 1995), wird ersichtlich, dasdanducasextaund Bombyx mori
taxonomisch weniger eng zusammen stehen alsAtiBerontia atroposind Manduca sexta
Bei Acherontia atroposwurde im Verlauf dieser Arbeit eine kurze Nucldsgquenz
gefunden, die eine groRe Ahnlichkeit fManduca sextanRNA fiir Annexin IX aufweist.
Dies und die Markierung durch den Antikorper lasden Schluss zu, dass autbherontia
atropos Annexin IX in ihrem Proteom besitzt. Betrachtet rmdie beiden untersuchten
Saturniden, und geht man davon aus, dass Annexige hech konservierte gemeinsame
Struktur aufweisen und in allen eukaryotischen f&eider Organismen gefunden wurden
(GERKE & Mo0ss 2002), so lasst sich schliel3en, dass bereits elieempsame Stammart der
Bombycoidea und Sphingoidea zumindestens ein Anneesal, das eine hohe Ahnlichkeit
mit dem heutigen Annexin IX aufwies, da sich dig&mnzen von Annexin IX voWanduca
sextaund Bombyx morisehr dhneln. Ausgehend davon, mit BetrachtungSgewzifitdt der
Antigen-Antikérper-Bindung, kann gefolgert werdedgss auctHyalophora cecropiaund
Actias artemisAnnexin IX besitzen. Dass Annexin IX ebenfalls Debsophilamelanogaster
und Anopheles gambiagefunden wurde GHNSTONet al 1990, KOTSYFAKIS et al. 2005), die
als Dipteren eine AulRengruppe bilden, lasst digéfoing zu, dass es sich bei der®Gaileria

mellonellafestgestellten Markierung ebenfalls um Annexirhihdelt.
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4.2. Monolayer vonManduca sexta und Acherontia atropos:

Nach der Erorterung des Vorkommens von Annexinnikerhalb der Lepidoptera soll anhand
der aus der Untersuchung der jeweiligen Monolaykalteenen Ergebnisse versucht werden,
das Verhalten des Annexins IX innerhalb der Hamemywahrend des Vorgangs der
Anheftung zu diskutieren.

Bei den in der Arbeit verwendeten Monolayer-Typémsbesondere bei den Kurzzeit-
Intervall-Monolayern, werden Unterschiede in derrkilerung erkennbar. Wéahrend bei von
der Hamolymphe durch Waschen in AC-Saline befrel&mocyten bereits in den ersten
Zeitfenstern schon bei noch runden und nicht géspea Hamocyten flachendeckende
Markierungen auftraten, die bei Granularen Zellerhaken blieben und sich bei
Plasmatocyten hin zu abgegrenzten Bereichen vert@&ndeeigten Hamocyten im Monolayer
des zweiten Typs eine Markierung, die nur bei wenigdellen gleichméaRig flachendeckend
ausfiel. Die meisten Zellen zeigten eine fleckartiylusterung, die sich bei einigen
Plasmatocyten in die Pseudopodien ausdehnte. Sob&ih\landuca sextaals auch bei
Acherontia atroposwar dieses Muster zu beobachten. Die Unterschiedescken
gewaschenen und ungewaschenen ZellenManduca sext&odnnten verschiedene Grinde
haben. Zum einem konnte der Aufenthalt in hamolyingghden Medium zu einer
Aktivierung fihren, zum anderen konnte der Vorgdeg Waschens selber eine mechanische
Reizung ausiben. Weiterhin enthalt Hamolymphe @iedfe Wirkungsweise von Annexinen
notwendigen Calciumionen, die wahrend des Wascliemseh den Chelatbildner EDTA
entfernt werden. Betrachtet man die Ergebnissddektfixierung wahrend des Blutens und
der FACS-Analyse, so scheint es, als bilde sichvtlisterung durch Préasentation des Epitops
erst wahrend des Absetzens der Zellen. Allerdingstfdie Direktfixierung zu hohen
Verlusten an Zellen, da u. a. auf EDTA verzichtetrde, und die Hamolymphe quasi sofort
beim Eintritt in die Fixans koagulierte. Daher &g mdglich, dass die wenigen Zellen, die
diese Prozedur Uberstanden haben, nicht repréisefilatdas Gesamtbild sind. Bei den
FACS-Ergebnissen mit Antikorper #78 fallt auf, dagh die Zellpopulationen von denen der
in Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Silvia GeuenicliGEHUENICH 2005) durchgefiihrten
Kontrollen unterschieden. Daher sind auch dieseelfirigse vorerst mit einer gewissen
Zuriickhaltung in die Uberlegungen mit ein zu begiehBetrachtet man allerdings diese
Experimente, so zeigt sich, dass Zellen, die entweline AC-Saline aufbereitet wurden oder

in der Saline direkt durch NaAzid abgetttet wurdegine bis nur eine geringe Markierung
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zeigen. Diese geringe Markierung geht mit der Bebtmg konform, dass die
Fluoreszenzmarkierung wahrend des Anheftungsvosgangimmt.

In Folge dieser Beobachtungen kann man also sehmjeffass Annexin IX in zumindestens
einer Isoform beim Vorgang des Spreitens beteibgt zumal die Markierung bei einigen
Zellen bis in die Pseudopodien ausstrahlt. VongeimiAnnexinen ist bekannt, dass sie im
Zusammenhang mit dem Cytoskelett stehems(BcHUK & DRAEGER 2000, ARESCHER&
GERKE 2004). Eine solche Funktion passte insofern zu Beobachtungen, dass vor allem
Plasmatocyten, die sich durch ein besonders gr8Resitungsvermdgen auszeichnen, eine

Markierung bis in die Pseudopodien zeigen.

Weiterhin zeigten die Versuche, dass nach eineaBdling der Zellen mit TritonX-100, also
einer Permeabilisierung der Zellmembran, eine disagte Zelle erfassende Markierung
resultiert. Folglich ist Annexin IX in einer seinésoformen im Cytoplasma oder an der
Innenseite der Zellmembran lokalisiert. Zieht mae &rgebnisse der nicht mit Triton
behandelten ungewaschenen Zellen hinzu, lasstfaligarn, dass Annexin IX in zumindest
einer seiner Isoformen wahrend des Anheftungsvgegmmder auf einen anderen Reiz hin
vom Cytosol nach aul3en verbracht wird. Von z.B. &mem Annexin 1l und VI wird belegt,
dass diese Proteine als Rezeptor fur Fetuin-A aned&azellularen Seite der Membran
positioniert und als solche an Adhasionsvorgangsniligt sind (KUNDRANDA et al. 2004).
Annexin | wird in neutrophilen Granulocyten von §étieren von Granulen des Cytoplasma
an die Zelloberflache verbracht, wenn sich die &€ah entziindetes Endothel anheftet
(PERRETTIet al. 1996, ERRETTIet al 2000, BRRETTI& FLOWER 2004). Somit wird auch bei
Neutrophilen ein Annexin im adherenten Zustand am delloberflache nachweisbar.
Annexin 1 spielt in S&ugetieren eine wichtige Radlle anti-inflammatorischer Mediator
(KAMAL et al. 2005). Ob eine Ahnliche Rolle fiir Annexin IX zuwearten ist, bedarf noch
weiterer Untersuchungen.

Zieht man die Markierung der mit AC-Saline gewasehe Zellen hinzu, drangt sich die
Folgerung auf, dass die Zellen durch einen nochtméher geklarten Vorgang wahrend des
Waschens, betrachtet in Bezug auf die Translokalisag von Annexin IX von der Innenseite
der Membran nach auf3en, aktiviert wurden. Diesergafog konnte einerseits in dem
Mediumwechsel begriindet liegen, der, allerdingsight so vollstandigem Mal3e, auch bei
der Herstellung der Monolayer des Typs Il erfolgider mit der Entfernung von

Kalziumionen durch EDTA zusammenhangen.
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Zieht man in Betracht, dass von unterschiedlicheameXinen eine lonenkanalaktivitat
bekannt ist (BLLARD & R0JAS 1988, RoJAs et al. 1990, BLLARD et al 1992, BERENDES
et al. 1993, BJIRGERet al. 1994, LEMANN et al 1996, LEMANN & HUBER 1997), kdnnte die
Translokation von Annexin IX an die Aussenseite Membran evtl. zusatzlich in einem
solchen Zusammenhang gesehen werden, bei dem zshiethe Isoform des Proteins als
fakultativer Kalziumkanal fungieren wirde. Dies kim die ,Aktivierung® durch den
Waschvorgang mit EDTA erklaren, da bei Kalziummangehr Kanéle getffnet werden

mussten.

Fremdkorper, die zu grof3 sind, um phagozytiert atiech Knétchenbildung unschadlich
gemacht zu werden, werden von den Ha&mocyten eipgeka Hierbei treten vor allem
Granulare Zellen und Plasmatocyten in Aktion, die Bremdkérper zuerst umhdillen und
dann mit einer extrazellularen Schicht umhuilleaqiP& STRAND 1996, ECH UND STRAND
2000, GLLESPIE et al. 1997, WEGAND et al 2000). Der Objekttrager, auf dem sich die Zellen
absetzen, stellt einen Fremdkorper dar. Daher kbmie wachsende Markierung durch

Antikdrper #78 auch in einem solchen Zusammenhasglien werden.

Weitere Hinweise liefern die Ergebnisse im Zusanmimaeg mit der Parasitisierung durch
Cotesia congregataDie Braconide gewahrleistet eine Entwicklung rhEger und Larven,
indem sie deren Einkapselung im Wirt verhinderiif&a et al 2005). Die Auswirkungen
auf die Hamocyten sind vielfaltig und reichen varidaglicher Eliminierung der Hamocyten
Uber ein reduziertes Spreitungsvermogen bis hiderdnderungen der exprimierten Proteine
(BECKAGE et al 1994, ALEYNE & BECKAGE 1997, WESLER 2003).

Die Hamocyten befallen@Manduca sextd.arven zeigen in Bezug auf die Markierung durch
Antikorper #78 eine deutlich geringere Fluoreszéfrat nach Aufbrechen der Zellmembran
durch z.B. Tritonbehandlung gleichen sich die Markhgen der Hamocyten parasitisierter
und unparasitisierter Tiere. Daher ist davon auskzeg, dass Annexin IX in den Hamocyten
parasitisierter Tiere zwar vorhanden ist, aber tniehie bei unparasitisierten Tieren, in
groliem Umfang an die ZellauRenseite gelangt. DaseXin 1X zumindest expremiert wird,
wird auch durch die RT-PCR belegt, die bei aus Haiem parasitisierter Tiere gewonnener
RNA drei deutliche Banden zeigt. Geht man also daaas, dass durch die Einwirkung von
Cotesiadie Abwehrfahigkeit gehemmt wird, lasst dies deshl@ss zu, dass Annexin IX,

sollte es aufgrund von Spreitungsvorgangen zumlidsfienseite translokiert werden, entweder



106 4. Diskussion

als Teil einer Kaskade zu sehen ist, deren vorae®ichritte durch den parasitoiden Einfluss
unterbrochen wurden, oder nur indirekt in Bezug da§ Spreiten als Antwort auf den
Spreitungsvorgang oder die Fremdkorpererkennundi@Zellaussenseite gelangt. In einem
ahnlichen Kontext lasst sich auch die Vermutungseldass Annexin IX im Zusammenhang
mit dem Aufbau der extrazellularen Matrix stehemm@. Auch die Einkapselung muss die
Wespe unterdricken: Gelangt ein fir den Aufbau eatliges Protein nicht an die
ZellauRenseite, kann die Einkapselung nicht staléin. Auch hier ware Annexin IX als Teil
einer Reaktionskette zu sehen, da das Proteinridelee zwar vorhanden ist, aber nicht die
Membran durchquert, so dass ein vorher liegendésdGler Reaktionskette, dass diese
Translokation ausldst, gehemmt sein oder fehlersiridass Proteine bei einer Parasitisierung
aus dem Proteinpool verschwinden, wurde durclest¢érR 2003 belegt. Eine weitere
Maglichkeit in diesem Zusammenhang wére auch, daseexin IX z.B. durch ein virales
Protein der durch den Parasitioden eingebrachtdgdiaviren (3WvARY et al 1999).
gehemmt wirde. Dass Annexine von Insekten als Bigsiziel von Parasiten dienen kdnnen,
ist bekannt ((KTsYFAkis et al. 2005).

Betrachtet man die Ergebnisse von M. Wieslene@MR 2003), so fallt auf, dass kein
Unterschied parasitisierter und unparasitisierManduca sextdarven in Bezug auf
Antikdrper #78 auftritt. Die Erklarung fur diese dBrepanz ist darin zu sehen, dass die
bearbeiteten Monolayer vor der Immunhistochemiggefioren gelagert wurden (mundl.
Mitteilung M. Wiesler). Einfrieren bewirkt eine Rerierung der Membran durch
Eiskristallbildung, was einen ahnlichen Effekt wi@e Tritonbehandlung zur Folge hat. Auch
in der vorliegenden Arbeit zeigten mit TritonX-1@@handelte Hamocyten parasitisierter
Tiere ein @hnliches Bild wie Hamocyten unbehanddltere nach Tritoneinwirkung, was die

Aussage von Frau M. Wiesler bestatigt.
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4.3. Optische Schnitte:

Um die Funktion von Annexin IX weiter zu untersuchentissen noch weitere Ergebnisse
herangezogen werden. Wie aus den optischen Schritiech die Antikérpermarkierung
erkennbar wird, ist Annexin IX vor allem an der AmSeite der Organe wie eine Hulle
flachendeckend lokalisiert. Da die Organe vorhetr TmtonX-100 behandelt wurden, kann
angenommen werden, dass der verwendete AntikoipeMdglichkeit hatte, in die Organe
einzudringen, dort aber keine Bindung stattfand: &ltem die Ganglion- und Tracheenprobe
zeigen diese Verteilung. Andere Organe weisen éeslgvschwéchere Markierungen auf. Bei
der Spinndrise und den Malpighi’'schen Gefal3en saseals ware die Markierung nicht nur

auf die AuRenseite beschrankt, sondern auch schiwaehalb des Organs sichtbar.

Das Vorkommen von Annexin in den getesteten Orgamed durch die Ergebnisse der
Westernblots gestarkt, da hier, bis auf Ausnahnse RErms, jedes verwendete Organlysat
eine mehr oder weniger deutliche Bande zeigte.ebizige Ausnahme, der Darm, zeigt eine
schwache, schwer zu lokalisierende Markierungswotke etwa um 36 kD bis in den
niedermolekulareren Bereich liegt. Zieht man in rBelit, dass der Darm als Ort der
Verdauung ein ganzes Arsenal an Enzymen beskigt, die Vermutung nahe, dass Annexin
IX wahrend der Préparation diesen Enzymen ausdeasedzvon ihnen zersetzt wurde. Dies
wirde das Vorhandensein der Wolke erklaren, did kiernach aus verschieden grofRen
Teilstiicken des Proteins zusammensetzen wirde.

Da vor der Elektrophorese die Proteinproben auf dichen Proteingehalt der reinen
Hamocytenprobe eingestellt wurden und die Ausgaiggse unter AC-Saline enthommen
wurden, die eine Anheftung von Hamocyten hemmtpkaavon ausgegangen werden, dass
eventuell den Organen anhaftende Hamocyten nurnemeringen Anteil der Probe
ausmachen. Infolgedessen musste, sollte sich dsti\weaktion des Westernblots nur
aufgrund der Proteine anheftender Hamocyten elastaliese geringer als die Reaktion der
reinen Hamocytenprobe ausfallen. Die registrierBanden hingegen zeigen eine etwa
gleichstarke bis sogar starkere ( bei Nerv und Maifschen Gefassen) Reaktion, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass es sich bebeatdrachteten Ergebnissen um
organeigene Proteinbanden hadelt.
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Die umhullende Fluoreszenzmarkierung an der Aufsiender Organe durch die Bindung des
genutzen Antikorpers #78, die eine komplette dmeetisionale Rekonstruktion bis hin zu
Strukturen, wie z.B. bei Muskel und Fettkérper nngigl machte, deutet auf einen
Zusammenhang zwischen Annexin IX in zumindest eiseform und der extrazellularen
Matrix hin, da dieses Element ebenfalls einer Higleich die Organe zur Leibeshdhle
umgibt.

Bei der Spinndrise von Larven d8®mbyx moriist ebenfalls das Vorhandensein von
Annexin IX bekannt. Hier spielt es eine Rolle begmogrammierten Zelltod wahrend der
Metamorphose. Das Protein wird in den Spinndrusé&nrand des Wachstums der Larven auf
hohem Level expremiert und nimmt beim Eintritt ire dMetamorphose, wahrscheinlich
Ecdyson-gesteuert, ab AKEkO et al 2006). BeiManduca sextawird die Spinndrise
ebenfalls wahrend der Metamorphose eingeschmolzen, dass hier ein &hnlicher
Zusammenhang zu erwarten ist. Jedenfalls fir dienfipise ware somit die Verteilung ins
Organinnere auf diese Weise erklarbar.

Die Annexin IX-Verteilung ins Organinnere bei deralgighi’'schen Gefal3en konnte eine
andere Ursache haben. Fir Annexin V wird bei Rategan ein Zusammenhang mit der
Kalziumexkretion vermutet (MrsubaA et al 2001). Zwar unterscheiden sich die jeweiligen
Vorgdnge der Primarharnherstellung (Filtration #ur®ruck in den Nieren versus
lonensekretion in den Malpighi’'schen Gefassen)r dieMalpighi’'schen Gefasse stehen wie
die Nieren der Saugetiere im Dienste der Sekre(idEHNER R. & GEHRING W. 1995,
PENzLIN H. 1996), so dass unter Umstdnden auch hier einedinneine Rolle im

Kalziumhaushalt spielt.
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Neben der Mdglichkeit einer Beteiligung am Aufbaer @Extrazellularen Matrix konnte das
Vorkommen von Annexin IX in Bezug auf die Vermutuggsehen werden, Annexin IX
konnte als Kalzium-Kanal fungieren. Kalzium spie#tine wichtige Rolle bei der
Reizweiterleitung sowie bei der MuskelkontraktioRENzLIN 1996). Nicht erklart ware

hierdurch allerdings die starke Markierung der Tiesen.

Zusammenfassend lasst sich also, die Ergebniss&omdéokalen Laserscanmikroskopie in
Bezug auf die Organe betrachtend, schlieRen, dasdatkierung und damit das Vorkommen
von Annexin IX in Organen hauptsachlich auf die gersseite der Organe beschrankt ist. Von
Annexin-V z.B. ist eine Bindung an Integrinrezeptor bekannt, es steht somit im
Zusammenhang mit der Anheftung an die extrazeuMatrix (ANDERSENet al. 2002). Da
diese die Organe, ahnlich wie die beobachtete Markg auf3erlich umhllt, kdnnte eventuell
ein Zusammenhang mit zumindestens einer IsoformAde®exin 1X in Betracht gezogen
werden. Weiterhin kommt die Uberlegung hinzu, dedas inneren Organe wahrend der
Larvenzeit erheblich wachsen, was eine kontinwdedi Neubildung der Extrazellularen
Matrix erforderlich machen wirde.

Einen weiteren Hinweis, ebenfalls Uber die konfekélaserscanmikroskopie gewonnen,
liefert die Analyse einer einzelnen PlasmatocytesP Zelle zeigte eine besonders starke
Markierung, die an einer Stelle der Zellobersedkalisiert war. An dieser Stelle war die
Ausbildung von Pseudopodien allerdings gering, dash das TRITC-Phalloidin-markierte
Cytoskelett der Zelle erkennbar wurde.

Diese Beobachtung, verbunden mit der Exponierung »onexin IX bei angehefteten
Hamocyten und der Einbeziehung der Lage des Peosgirder Aul3enseite der Organe, lasst
die anfangs gestellte Annahme, Annexin IX kénnte @mem raumlich positiven
Zusammenhang mit der Ausbildung des Cytoskeletselggn werden, zumindest fraglich

erscheinen.
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4.4. Vergleich der bisherigen Schlisse mit vorherpenden Arbeiten an Annexin

IX bei Manduca sexta:

Vergleicht man die bisherigen Uberlegungen und Emgse dieser Arbeit mit den
Ergebnissen vondscH (2005), so wird hier ein Unterschied deutliclestH schliel3t aus den
Ergebnissen ihrer Arbeit, dass Annexin IX hauptBéichim Cytoplasma vorkomme, eine
Membranbindung wird allerdings nicht ausgeschlosgge Ergebnisse dieser Arbeit lassen
den Schluss zu, dass Annexin IX zumindest zu bes@m Zeitpunkten der Membran
assoziert vorliegt. Dies wird auch durch die komrflekLaserscanmikroskopie der Hamocyten
gestutzt.

Nach Tritonbehandlung betrifft die Markierung diesgmte Zelle, so dass zumindest beli
Plasmatocyten aufgrund der starken Fluoreszenzlendbgeflachten Zellform nicht leicht zu
bestimmen ist, ob das Protein membranstandig oaaeriZellplasma gelegen vorkommt,
solange es nicht an die Membranaussenseite gel@argtulare Zellen behalten grofitenteils
ihre runde Form, im fluoreszenzmikroskopischen Baidcheint die Zellmitte auch nach
Tritonbehandlung schwacher fluoreszent als die pRerie, was als Hinweis flr eine
Membranstandigkeit gedeutet werden kann.

Anders verhalten sich die Zellen der GV1-KultureHist die Zellmitte starker gefarbt, dies
koénnte ein Hinweis darauf sein, dass hier das dan Kimgebende Plasma der hauptséachliche
Aufenthaltsort von Annexin IX ist.

Von Annexinen ist bekannt, dass sie sowohl alspigionische Bindungspartner agieren als
auch an die Zellmembran gebunden sein kdnnerK6& M0ss2002).
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4.5. Diskussion der Ergebnisse der RT-PCR:

Mit Hilfe der RT-PCR sollte in dieser Arbeit die gpession von Annexin IX in seinen
Isoformen beleuchtet werden. Der geschachtelte @ufber Isoformen (K et al 2001,
LEsScH2005) bot hierbei die Mdglichkeit, mit nur zweiiidern sowohl die mRNA-Isoformen
anhand ihrer Lange zu unterscheiden als auch, aktseiiber die Lange, eine Kontamination
mit genomischer DNA auszuschlieen, da genomisch&A D aufgrund ihrer
Zusammensetzung aus Introns und Exons ein wedefidhgeres Fragment erzeugen wirde.
Tatsachlich erbrachten alle getesteten Organe mshahme des Darms nach Durchfiihrung
der RT-PCR drei mehr oder weniger gut abgrenzbaegnente, die anhand einer sich
anschlieBenden Sequenzierung als Teile der Nudksmjuenz von Annexin IX identifiziert
werden konnten. Diese Fragmente waren mit etwa 300,und 150 Basenpaaren Lange ca.
564, 365 und 165 bp kurzer als erwartet. Die ams8bhde Sequenzierung dieser Stuicke
erbrachte ohne weiteres nicht die Moglichkeit, digsragmente direkt einer Isoform
zuzuordnen, lieBen aber eine Identifizierung alsi\éxin IX zu. Hierbei traten die besten
Ubereinstimmungen mit Annexin IX voManduca sexteauf (LEscH 2005), gefolgt von
Annexin IX in seinen Isoformen voRombyx mori(XiA et al 2001). Die Schwierigkeit der
direkten Zuordnung anhand der Sequenz liegt im awfder Fragmente (X et al 2001,
LEscH 2005). Alle drei mit den verwendeten Primern hetgiten Fragmente haben einen
gemeinsamen Teil, der von den verwendeten Algoughmatirlich nicht getrennt betrachtet
wird. Der weitere Aufbau der mRNA, bei der, wie @nB.2.11.6. erlautert, an jeder Isoform
zumindest die Sequenz fur den C-Teil, bei zweidsoen die Sequenz fur den B-Teil und
nur bei einer Isoform die A-Sequenz anhangt, kamm dem Programm nicht beriicksichtigt
werden, da z.B. die Nukleotidsequenz der C-Isoforiadlen drei Isoformen zu finden ist.

Also mussen die Isoformen anhand ihrer Lange zubpsbrwerden, wobei das langste

Fragment von Isoform A, das kirzeste von Isoforgestellt wird.

Wie bereits erwahnt, zeigten alle getesteten Orglmdsoform C, dies stimmt mit den vom
Bombyx moribekannten Verteilungen UbereiniXet al 2001). Auch beManduca sexta
zeigt der Darm ein Fehlen der A-Form, bei der egdinden Arbeit fehlManduca sexta
ebenfalls die B-Form. Dies konnte in den intersjpien Unterschieden begrindet liegen.
Bei der Spinndriise voBombyx morikommen nur die Isoformen B und C vorifXet al
2001). Diese beiden und zusatzlich eine sehr sdimvandeutliche Bande der A-Form treten

auch bei der Spinndriise vdanduca sextauf.
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Alle drei Isoformen konnten in den Eiern sowohl Wanduca sextdsiehe 3.11.1) als auch
Bombyx mornachgewiesen werden iXet al. 2001). Da die mRNA von Annexin I1X bereits
in Eiern am Tag der Ablage nachgewiesen werden tkoriAsst darauf schlie3en, dass
Annexin IX fur die Zelle allgemein von grol3er Betleng ist und nicht erst bei spezialisierten
und ausdifferenzierten Zellen zum tragen kommt.té&/kin kann durch das Vorhandensein
der C-Isoform in allen gestesteten Organen in erettiv betrachtet h6heren Menge die
Vermutung, Annexin IX-C stelle eine Grundform destBins dar (Xa et al. 2001) auch bei

Manduca sextdestatigt werden.

Um zu klaren, warum die erhaltenen Fragmente kiaieim Vergleich zu EscH (2005)
erwartet ausfallen, wurde ein Sequenzvergleich (BLAgegen gi 58864728/anduca sexta
partielle mRNA fir Annexin IX-A) (lescH 2005) durchgefiihrt. Dieser ergab fur das dritte
Fragment (150 kb) eine Sequenz mit einer Uberemmsting im vorderen Teil der Sequenz
bis zum Intron, aber hinter dem erwarteten Anfamg €-Exons ihre Ubereinstimmung
fortsetzte, ohne dass eine Licke entstand. Einautlan angestellte Berechnung der
Splicemdglichkeiten (RESE & EECKMANN 1996, RESE et al. 1997) der urspringlich
angenommen Sequenz ergab, dass eine mogliche Selieegenau so zu liegen kam, dass
das in dem Fragment fehlende Exonstiick genau hggscisnitten wirde. Diese Stelle zeigte
zwar eine geringere Wahrscheinlichkeit als die w@scH (2005) postulierte, erklarte aber
zumindest das kirzere C-Fragment und kam mit degeldfis des Sequenzvergleichs
Uberein.

Wendet man diese Berechnungen auf die Nukleotidgsegan und translatiert die daraus
folgende Sequenz, erhalt man eine Aminosauresegdeanebenfalls vier Annexin-Doméanen
und eine hohe Ubereinstimmung mit dem urspriingtidPetein zeigt. In Folge dessen ergibt
sich aus dem neu definierten Intron keine Veranugheziglich des Proteins, die berechnete
Molekularmasse entsprach auch den vaadH (2005) angenommenen Werten.

Eine Neubewertung der Splice-Sites in den beidestlichen vorhandenen Annexin-
Sequenzen (scH 2005) ergab kirzere Nukleotidsequenzen, derenntegatg in Bezug auf
die verwendeteten Primer nun eine in etwa Ubeieingénde GroRe zeigten. Die
resultierenden Aminosauresequenzen konnten bemefdequenzvergleich mit der NCBI-
Datenbank als Annexin IX, sowohl vivianduca sextals auchBombyx moriidentifiziert

werden.
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4.6. Vermutungen zur Funktion von Annexin IX in Manduca sexta:

Die bisherigen Ergebnisse lassen keine eindeutigeulg einer bestimmterrunktion von
Annexin IX zu. Es konnte als Kalziumkanal fungierane dies z.B. fir Annexin-V in vitro
(RoJas et al. 1990) gezeigt wurde, obwohl dieses nur mit der lem assoziiert ist und
nicht transmembran zu liegen kommtu@#R et al. 1992). Ebenfalls fir Annexin-V ist eine
intrazellulare Bindung an Integrinrezeptoren bekammd dieses Protein kdnnte daher im
Zusammenhang mit der Anheftung an die extrazeBulMatrix stehen (ADERSEN et al.
2002). VonManduca sextaHamocyten ist bekannt, dass diese ein spezifistiegrin
besitzen, welches bei Einkapselungsvorgdngen naligreist (LEvIN et al. 2004). Von
Annexinen (hier Annexin V bzw. Anchorin CII) ist kennt, dass es selektiv an Kollagen,
einem Baustein der extrazellularen Matrix, zu bme@ermag und in diesem Zusammenhang
mit dem Aufbau der Matrix gesehen wirdiRSCH& PFAFFLE 1992). Ein Zusammenhang von
Annexin IX in Manduca sextanit der extrazellularen Matrix lasst sich aus @&gebnissen
der konfokalen Laserscanmikroskopie schliessen. nfable erklaren wirde es das
Vorkommen von Annexin IX in zumindestens einer ¢sof in allen daraufhin untersuchten
Organen. Die Veranderungen des FloureszenzmustersZusammenhang mit der
Parasitisierung durciCotesia congregatékann ebenfalls in diesem Kontext interpretiert
werden. Der Parasitoid verhindert die Einkapselws®ner Nachkommen durch die
Hamocyten (BCKAGE et al 1994, ALEYNE & BECKAGE 1997, AMAYA et al 2005) und

somit auch deren Umhullung mit extrazellularem Mate

Die Veranderungen der Hamocyten wahrend des Antekénnen auch im Zusammenhang
mit der Immunantwort gesehen werden.

Dass Annexine eine Rolle im Immungeschehen zu epielermdgen, wird durch die
Auswirkungen von Annexin | auf die neutrophile Extasation bei Saugetieren deutlich. Hier
wirkt Annexin | inhibitorisch auf das Austreten dgeutrophilen aus den Gefassena(\WWeR

et al. 2000, RESCHER& GERKE 2004).

Annexin IX kdnnte nach den vorliegenden Beobachtnnglso durchaus eine Rolle bei der

Immunantwort spielen.
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Weiterhin wurde fir Annexin IX inBombyx mori ein Zusammenhang mit dem
programmierten Zelltod festgestellt AKEkO et al 2006). Hier scheint ein hoher
Expressionslevel den programmierten Zelltod zu imeldrn. Annexin IX wurde im Laufe der
Arbeit ebenfalls in Spinndriisen vivlanduca sextdbeobachtet, so dass hier ein ahnlicher
Zusammenhang zu bedenken ist.

Dass Annexine nicht nur eine Funktion im Zellges@reibernehmen, zeigen die vielfaltigen
Funktionen von z.B. Annexin (A) 1 ARENTE & SoLITO 2004), zumal fur Annexin IX drei
Isoformen bekannt sind, die sich in ihrem Core-Béreder die Kalzium- und Phospholipid-
Bindestellen enthéalt, unterscheidenA>éet al 2001, lEscH2005). Es ware daher durchaus
madglich, dass die diversen Isoformen mehrere Fankh ermdglichen.

Nach den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnidgamte das Protein sowohl am Aufbau
der bzw. dem Anheften der Zellen an der extrazainl Matrix beteiligt sein als auch als

Kalziumkanal fungieren.

4.7. Ausblicke:

Die genauen Funktionen von Annexin IX kdnnten dusditere Untersuchungen, etwa einer
Hemmung der Annexin IX-Synthese durch RNAIi und duAwufreinigen des Proteins und
anschlieBende Bindeversuche weitergehend beleugbtden.

Weitere Schlisse kénnten durch den Vergleich d@rdéssion von Annexin IX wahrend der
Hautungsphasen bzw. der Metamorphose oder audhfbkiionen gewonnen werden.

Auch ein direkter Einsatz des Antikorpers #78 imoyiwie dies z.B. mit Antikdrper #13
durchgefuhrt wurde(tvin et d. 2005), kbnnte einen weiteren Schritt darstellgferdings
koénnte hier das aus dieser Arbeit geschlossenksdiiiteckende Vorkommen des Antigens an
der Innenseite der Leibeshthle zu Komplikationerchieine Immunantwort auf ein durch
diese Prozedur ubiquitares Fremdprotein fuhren.

Weiterhin konnte durch die hohe Konservierung dem@nen Annexin IX durch Vergleich

bei mehreren Insektenarten neue Einblicke in dieoilamie ermdglichen.
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5. Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wurde Uber einen Kanduca sextaAnnexin IX spezifischen
monoclonalen Antikorper (Antikbrper #78) ein Vorkoman von Annexin IX in diversen
Lepidopteren nachgewiesen. Neben den bisher bekanmterschiedlichen Nachweisen von
Annexin IX in Manduca sextaind Bombyx moriwurde Annexin IX inAcherontia atropos
Hyalophora cecropigActias artemisund Galleria mellonellagefunden und dokumentiert.
Zusatzlich gelang es fifkcherontia atroposden Nachweis von Annexin IX Uber RT-PCR zu
bekraftigen.

Weiterhin wurde Antikdrper #78 eingesetzt, um eilorkOmmen von Annexin IX in
Hamocyten und die Veranderung uber die Zeit wahogglAnheftungsvorganges der Zellen
sichtbar zu machen. Es wurde eine Zunahme der ertgki Zelloberflache wahrend des
Vorganges festgestellt. Ausserdem konnte beobawldeden, dass eine Parasitisierung mit
Cotesia congregatanegative Auswirkungen auf die Grosse der markief&che hatte,
wahrend Annexin IX selbst innerhalb der Zelle vortten blieb. Daher wurde der Schluss
gezogen, dass Annexin IX am Vorgang der Einkapselmmerhalb einer Reaktionskette
beteiligt sein konnte.

Ebenfalls Gber Antikorper #78 wurde der optischeiNeeis von Annexin IX im KLSM in
Nervengewebe, Tracheen, Fettkérper, Malpighi'sc@a&idssen, Spinndrisen und weiteren
Organen erbracht und durch Western-Blot bekrafidgh optischen Schnitten folgend kommt
Annexin IX in den Organen hauptsachlich in den ulenden aul3eren Bereichen vor. Bei
Malpighi'schen Gefassen und Spinndrisen allerdirsgheint Annexin IX auch im

Organinneren vorzukommen.

Da es mit Hilfe des verwendeten Antikorpers nichbgiitch war, zwischen den drei
vermuteten Isoformen von Annexin IX zu differeneier wurde der Vorgang der RT-PCR
genutzt, da sich die erwarteten Fragmente der jig@rilsoformen theoretisch in der Lange
unterscheiden. Es wurden in den meisten OrgandnFdagmente gefunden, die allerdings
jeweils kirrzer als erwartet waren. Eine Sequenyaralnd anschlieBender Sequenzvergleich
ergab, dass es sich bei den Fragmenten um AnnExi@elquenzen handelte, die allerdings
nicht an den bisher erwarteten Splice-Sites verknitaren. Eine erneute Berechnung der
maoglichen Lage Introns und Exons ergab mehrere idikgiten, von denen je eine pro
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Isoform die vorliegenden Ergebnisse zu erklaremeehten. Eine Translation der auf diese
Weise erhaltenen Nukleotidsequenzen brachte drendséuresequenzen hervor, die sich als
Annexin IX identifizieren liessen. Daher kann davansgegangen werden, dass andere

Splicing-Sites als bisher erwartet (siefestH 2005) beiManduca sexta®nnexin IX genutzt

werden.
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