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3.10. Ergebnisse des Western-Blots: 

 

Nach der optischen Überprüfung des Vorkommens des Zielproteins zu Antikörper #78, bei 

der es nicht möglich ist, Angaben über das Molekulargewicht zu erhalten, wurden Western-

Blots durchgeführt, die diese Lücke schliessen sollten. 

 

3.10.1. Western-Blot diverser Organlysate von Manduca sexta: 

 

Der Western-Blot diverser Organlysate (Fettkörper, Darm, Malpighi’sche Gefäße, Nerv, 

Spinndrüse und Trachee) sowie Zelllysat aus Hämocyten von Manduca sexta L5 d2-3 zeigte, 

mit Ausnahme der Malpighi’schen Gefäße, eine Bande auf je etwa 36 kD. Die deutlichsten 

Banden brachten das Lysat aus Malpighi’schen Gefäßen und Nerven (Ganglienkette des 

Bauchmarks). Keine klare Bande ergab sich für den Darm. Hier entstand eine undifferenzierte 

Wolke, die etwa ab 36 kD begann (Abb. 3.62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.62: Nachweis von Annexin IX in diversen Organlysaten (Fettkörper, Darm, 
Malpighi’sche Gefäße, Nerv, Spinndrüse und Trachee) sowie Hämocyten (HC) von  
Manduca sexta L5d2-3 mit Antikörper #78 und ALP-konjugiertem  
@Mouse-Antikörper mit BCIP/NBT-Entwicklung auf einem Western Blot.  
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3.11. RT-PCR: 
 

Um das Vorkommen und eine eventuelle Verteilung der vermuteten Isoformen von 

Annexin IX innerhalb der Gewebe zu überprüfen, erwies sich der bisher verwendete 

Antikörper #78  als nicht nützlich, da er an alle drei vermuteten Isoformen zu binden vermag. 

Diese Isoformen unterscheiden sich allerdings in der Länge ihrer jeweiligen mRNA, so dass 

der Vorgang der RT-PCR genutzt wurde, um hier eine Identifizierung zu ermöglichen. 

 

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

Hämocyten von Acherontia atropos extrahierter RNA: 

 

Als Ergebnis der RT-PCR der aus den einzelnen Organen extrahierten RNA mit den Primern 

PKL und PR (siehe 2.11.6) resultieren bei den meisten Organen (und Hämocyten), mit 

Ausnahme des Darms, drei mehr oder weniger gut erkennbare Banden von etwa 150, 300 und 

500 bp Länge. Aus der dem Mitteldarm extrahierten RNA ergab sich eine schwache Bande 

bei etwa 150 bp. RNA aus Muskulatur und Spinndrüse erbrachten bei 150 bp starke Banden, 

während die Banden bei 300 und 500 bp undeutlich erscheinen Abb. 3.63 und 3.64). 

Die für die RT-PCR genutzte RNA aus den Eiern (d0 bis d3) ergab drei cDNA-Fragmente der 

Größen 150, 300 und 500 bp, wobei diese als Banden bei den Proben Eier d0 und Eier d1 am 

deutlichsten zu erkennen waren (Abb. 3.64). Aus Acherontia atropos Hämocyten extrahierte 

RNA erbrachte eine Bande bei 150 bp sowie einen die Längen 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 sexta mit spezifischen 
Primern für AnxB9: 
Die aus der für die RT-PCR eingesetzten 
RNA resultierende cDNA von fast allen 
gestesteten Organen (Nerv, Hämocyten, 
Trachee, Muskel, Herz, Spinndrüse, 
Malpighi’sche Gefäße) erbringt drei 
mehr oder weniger deutliche Banden in 
Höhe 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 
Höhe von etwa 150 bp. 

Abb. 3.64: Darstellung der RT-PCR-
Produkte aus verschiedenen Organen 
von Manduca sexta mit spezifischen 
Primern für AnxB9: 
Bei allen Proben von Manduca sexta 
(Eier d0 bis d3, Fettkörper, Nerv) treten 
drei Banden in Längen von etwa 150, 
300 und 500 bp auf. Aus Acherontia 
atropos Hämocyten 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 für die RT-PCR genutzte RNA aus Hämocyten von durch Cotesia congregata 

parasitisierten Manduca sexta-Larven (P1 bis P3) erbrachte unter Verwendung der Primer 

PKL und PR (siehe 2.11.6.) drei Banden in den Größen 150, 300 und 500 bp, die den Banden 

der als Positivkontrolle genutzten RNA aus den Hämocyten unparasitisierter Tiere 

entsprachen (Abb. 3.65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.65: Darstellung der RT-PCR-
Produkte mit spezifischen Primern für 
AnxB9: 
Die verwendete Hämocyten-RNA der 
drei parasitisierten Tiere (P1 bis P3) 
bringt ebenso wie die Positivkontrolle 
(Pos.; RNA aus Hämocyten nicht 
parasitisierter Tiere) drei Banden von ca 
150 bp, 300 bp und 500 bp Länge.  
(Neg. =Negativkontrolle) 
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3.12. Sequenzierungen und anschließender BLAST: 

 

Um die Identität der durch die durchgeführte RT-PCR erhaltenen cDNA Fragmente zu 

verifizieren, wurden sie sequenziert und einem Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank 

unterzogen. 

 

3.12.1. Sequenzierung und anschließender BLAST des 500 bp cDNA-Fragments von 

Manduca sexta: 

 

Die Sequenzierungen des ca. 500 bp großen , aus der RT-PCR gewonnenen cDNA-Fragments 

von Manduca sexta erbrachte Sequenzen (Abb. 3.66 und 3.67), die bei einem BLAST mit der 

NCBI-Datenbank Übereinstimmungen mit Manduca sexta Annexin IX-Isoformen A, B, und 

C zeigten. Weiterhin traten mit einer geringeren Trefferquote Übereinstimmungen mit 

Annexin IX von Bombyx mori in seinen Isoformen auf (Tab. 3.1 und 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tab.3.1: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 500 bp grossen cDNA-Fragments (Abb.X) 

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 großen cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PKL 
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GNNGA GNGGG TGGGG GGGGA NCCCT TTNCN NTANC AGTAA CGCGT 

GTTTG AAGTC GCCCT TCGTA TCGTC ACTGC ATNCC ATTAT TCGNN 

GNNCN TGCCG TNNNT NATAC AGNNT GTGNA TGCTT TAGAT CNTAC 

NCCGT AGGAC AATCN TCGNC AGCGT GCTGA CTCAC NGANA CNGAT 

GAACA GNCTT GTCTG TAAGC NCGAT GCCAG GAGCA GACNA ACCCG 

TCAAG NCGCG ACANC GGAGT GTTGG CGGNT GTCNN GGCNN AGCCN 

TGACC CANNC NCGNA NCGAN AACNG ANAGA ATAAT NANAT GAAGN 

ACNAA GNGNC CTCAG NGATA CCCCT AGAAC CCNGN TTTAN NGTCN 

TGANC CTNAA GNATN CTTAG TNTGA AAANN NGAAC ANNAN TACGA 

AANAG NANCT AGANA ANNCT NCNGG NANCA GNCTT ATCNA NAATA 

NAANN CATNA NAAAT TCTGA NCATG NTGGN CNGAN CCGTT TTATA 

ANNGC GTNAT ANNCG NGTNN CGACT GNCAN NAAGN CGNTA NNANT 

ANTAN NCANA NANGG TGTNT AGGAT TATGA NTNNN CCAAT AATNN 

NNNTA NTTTA NGNGA GNTTA NGTNN AGGTT TNNCG GGANC NNTAA 

GANCN NTAAN TGGGA GGANT TNGAN AGTGC ATANC TCTGA CTNNN 

TNANN ATANG CNANT ATTNG NATGC TNNAN GTANA NTNAN TGACN 

NGCGN NTAGN ANANT AAGAN NGNAG GTNNG CATGG TGTNA GNTNT 

ANNTT NNTCG GAGNT GNNGA TNNNN NNTNG NNTAN NNNGA GGNGG 

GAATN NAGAN NANGN CTANG NNNTN NNTTT GGGAG ATACG NNNGG 

ATGTC TATGC NTGNA NNANN ATNNT GTNAN TTCTN NNTTA NGNNA 

CGCNN GACAG AAAAT AGNTN ANNAC TCNGT NNAAT GNN  
 

Abb. 3.67: Erhaltene Teilsequenz des ca. 500 bp großen  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PR 

Tab.3.2: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 500 bp großen cDNA-Fragments (Abb.3.67) 
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3.12.2.Sequenzierung und anschließender BLAST des 300 bp cDNA-Fragments von 

Manduca sexta: 

 

Die Sequenzierungen des ca. 300 bp großen cDNA-Fragments von Manduca sexta erbrachte 

Sequenzen (Abb.3.68 bis 3.70), die höchsten Übereinstimmungen mit Manduca sexta 

Annexin IX-Isoformen A, B, und C zeigten (Tab. 3.3 bis 3.5), gefolgt von Bombyx 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  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PKL 

Tab.3.3: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 300 bp großen 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 
TTNGG 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 großen  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PKL 
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Tab.3.4: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 300 bp grossen cDNA-Fragments (Abb.3.69) 

GGNAA NTNTG GNGGG AANCC NCAAN NCATT NTGTA GCGCG TGTTT 
NTAAG TCGAN CCTTC NNATC GTCCT GCAAG ACCAT GTATT CGTAC 
TTTGT AGCGT TCCNC AACAA CNTGC GTAAN TCTTC AACCA ANTNT 
TCATA TANAA GNANC GTGCT CNNCA TGNCN TNANT NNCTN NCTTT 
CCACA NTNGN GAGGC TANGG ACACA CNCTC NNAGG GGCNC NCCCG 
TNCNN TCACN CAATA NATAG NGGAT CNANC CCGAT NGCNG GGNNC 
NNAAA NNNAA AAANN TGNAN CCNAT TCCNC TATTN NNAGA GAAAA 
NAAAA AAANN CANNT NNTTG NNANN ACANA NACAC CNNGG ATGGG 
GNAGC NAAAN CCCNT TTAAN ANNCC NGCTA TATTN TGGNC GTNTT 
TTNGN NGANN CNNNN NNAGT TGTTG TGTNN CANAN GANGG AGTNA 
ATGCN NTNTA NNNAA NGAAN TCAGA AGNNG ATAAT AAAGT GTANT 
TNCNN GNNNN NANAA ANTCA NGANA NGNNN NCTTN GNNNN ANAAC 
CGCNG TNNGN NTNAA GANAN ANTCT GATGA CANTN NTNAN CCCNG 
CNNTA TAGNC NAATN ANANN GGCNT NTTGT CGTGN GTNGA NANCA 
NAANN TNGGN NAAGG GGCGT CAANN NAGAC CAGTC NCNTN NNTGG 
GGGNT NNGNN TGNNN NNNTN TTNTC NTGNN TTTTN AANTA GTGTG 
GTNGG CNCNC TAGGT GNAGT NNNNG TNNNA NTGTT TCGTN NTNNT 
CNNNG AGTAT AANAT GTTNN GNGTA TCCTG GCCGG GTTAT NTATA 
GTNTN ATGNN ATTTA NGNAG TCTNT ATCTA TTCCT CNTCT NATGT 
ANTTT TGCNT TGAGN TANGN CTGNN TTNGN CNNTG TTANG TNGNN 
ACATT NGGNA ATTAA GTTNG GTGNN NNNAG ACCCA TCC  
 

Abb. 3.70: Erhaltene Teilsequenz des ca. 300 bp grossen  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PR 

Tab.3.5: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 300 bp grossen cDNA-Fragments (Abb.3.70) 
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3.12.3. Sequenzierung und anschließender BLAST des 150 bp cDNA-Fragments von 

Manduca sexta: 

 

Die aus dem ca. 150 bp großen cDNA-Fragment von Manduca sexta über SEQLAB 

ermittelten Sequenzen (Abb. 3.71 und 3.72) ließen sich über einen Datenbankvergleich mit 

NCBI mehreren Einträgen zuordnen (Tab. 3.7 und 3.8). An der Spitze dieser Einträge befand 

sich mit jeweils den höchsten Trefferquoten Manduca sexta Annexin IX in seinen Isoformen, 

gefolgt von Bombyx mori Annexin 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  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PKL 

Tab.3.7: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 150 bp grossen cDNA-Fragments (Abb.3.71) 
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CTTAA CANAN NNTNT ATACA TATCA GTAAC GCGTG TTTGA AGTCG 
CCCTT CGTAT CGTCA GCGAT CCAGC TCTCC AGGGG CTTGC CGTAT 
TTGTC AAGGA ATGCC TGTTT TGATG TCCCC GTAGG TCGAT CTCGG 
AGCGG TTGNA CCTCG ATTCT NNATG AATGN NAAAT TANTG NNCCN 
TCNGN TCNTT NANCT TTTGT GNTGN NGNGG NNNTN ATCNN NNATA 
ANAAA NAANT NCNNC NNGNT CCNTN NNNTT GNGNT TATNT NANNN 
NNNNT TNTAA ANGAT NNNGC NGNTA GNNGN NGCNN GNGAG AAGNN 
CCGTT NNATT ACNGN NCCCN TTTNN NNNNT CNCGC TATTT NCTNN 
NTNNC ACTCT CTNGT NCTNG NTTNA TNNAN AGTTN AGATA NTNNA 
TTAGN ANNAN NAANN NTNTN AAANA AGNAA TTTAC TTANA TATTT 
ANNCN CANTT CNTAG NTTAN CNTTN TAANN AGCAN CANGT AGANN 
TACNA TNNCT NTCGA NANGN ANANN ANATA NCAAA NTACA ANNAT 
NNTCT GNCAG TTNTG GTNNN CCNNN NAANG AGNNC GAGNN NNAAG 
AAANN NTNTG TAANA CAATN CTACA NAAAN TAAAN AANAT AANNN 
NNNTT TNGAN AACTT TGTNC ATTAA TATNN NAGGT NNTCG AGCNN 
CCNNN AATAG ANAGA NNCNT NNGTN ATNNN TTAAT AAGAC NANAN 
NTNAT AGTNA ATNCA TNNCN ATTAA NATTT GATAA AGANC NNANA 
GGATC GATAG NAATN NTTGN NNNAG NTNNN ATNTA TGATT AACAT 
TTNAA TNNAN NNNNN NNCCG TNGNC CNCAA NAGNC AGNNN TTCAG 
NCAAG AGNNG NATTA GACAN NNGNN GNACA AAAAT NACGN ANNAC 
TGCAT GTACN TTGGT ATCAT TNNTT NNTNN CNTNA TNT  
 
Abb. 3.72: Erhaltene Teilsequenz des ca. 150 bp grossen  cDNA-Fragments von Manduca sexta. Genutzter 
Primer: PR 

Tab.3.8: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 150 bp grossen cDNA-Fragments (Abb.3.72) 
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3.12.4. Sequenzierung und anschließender BLAST des 150 bp cDNA-Fragments von 

Acherontia atropos: 

 

Die aus dem ca. 150 bp großen cDNA-Fragment von Acherontia atropos über SEQLAB 

ermittelten Sequenzen (Abb.3.73 und 3.74) ließen sich über einen Datenbankvergleich mit 

NCBI mehreren Einträgen zuordnen (Tab. 3.9 und 3.10). An der Spitze dieser Einträge befand 

sich mit jeweils den höchsten Trefferquoten Manduca sexta Annexin 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  cDNA-Fragments von Acherontia atropos. 
Genutzter Primer: PKL 

Tab.3.9: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 150 bp grossen cDNA-Fragments von Acherontia 
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  cDNA-Fragments von Acherontia atropos. 
Genutzter Primer: PR 

Tab.3.10: BLAST des Ergebnisses der Sequenzierung des 150 bp grossen cDNA-Fragments von Acherontia 
atropos (Abb.3.74) 
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3.12.5. Direkter Vergleich einer aus den Sequenzierungen der ca. 150 bp großen Bande 

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

 

Der Sequenzvergleich über das NCBI Online-Tool bl2seq für Sequenz der 150 bp Bande 

(Abb.3.75) gegen gi 58864723) (Abb. 3.75) ergab eine Übereinstimmung (614 bp  – 705 bp) 

im vorderen Bereich von gi 58864723, der mit dem Beginn des in dieser Sequenz noch 

vorhandenen Introns endete, sowie einen weiteren gemeinsamen Bereich (2168 bp – 2198 

bp), der 146 Basenpaare hinter dem erwarteten C-Ende dieses Introns begann. Diese Bereiche 

gingen bei der aus der dritten Bande ermittelten Sequenz (Abb. 3.71) lückenlos ineinander 

über (12 bp – 106 bp und 106 bp bis 136 bp).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.75: Sequenzvergleich zwischen der durch Sequenzierung der dritten Bande erhaltenen Sequenz (Sbjct)  
gegenüber gi 58864723 (Query): Es treten Übereinstimmungen in den Bereichen 614 -705 und 2168 – 2198 bzw. 12 
– 106 und 106 – 136 auf.  Basenpaar 705 von gi 58864723 ist das Ende des vorderen, den drei Isoformen 
gemeinsamen Exons.  
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3.13. Splice Site Vorhersage in gi 58864723 (Manduca sexta partielle mRNA für  

Annexin IX-A):  

 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse der RT-PCR und der anschliessenden 

Sequenzverlgeiche wurde die in der NCBI-Datenbank hinterlegte Nukleotidsequenz von 

Annexin IX-A, die laut LESCH  (2005) auch die Sequenzen der anderen beiden Isoformen 

enthält auf mögliche weitere Splice-Sites untersucht.  

Die Splice-Site Vorhersage in gi 58864723 über das Online-Werkzeug des Berkeley 

Drosophila Genome Project ergab mehrere Donor-Sites mit unterschiedlichen 

Wahrscheinlichkeiten (Tab. 3.11). Die Site des höchsten Scores (0,79) geht mit der von Dr. 

Christine Lesch vorhergesagten Donor-Site des den gemeinsamen Teil der Isoformen 

beendenden Introns konform . 

Die Berechnung der Acceptor-Sites zeigt ebenso mehrere Möglichkeiten auf, unter denen die 

drei, für die die drei höchsten Scores (0,86, 0,84 und 0,81) errechnet wurden, den von Dr. 

Christine Lesch angenommenen Splicing-Sites für die drei Isoformen entsprechen. Weiterhin 

wird eine Acceptor-Site mittleren Scores (0,65) angegeben, deren Lage mit dem Beginn der 

zweiten Übereinstimmung der aus der dritten Fragment-Bande ermittelten Sequenz und 

gi 58864723 übereinkommt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab.3.11: Ergebnis der Berechnung möglicher, 
den Beginn eines Introns anzeigenden Donor-
Sites in der Sequenz gi 58864723 (Anx BIX-A); 
die Site des höchsten Scores (0,79) entspricht der 
vorhergesagten, das den Isoformen gemeinsame 
Exon beendenden Splicing-Site. 

Tab. 3.12: Ergebnis der 
Berechnungen möglicher, das 
Ende eines Introns anzeigender 
Acceptor-Sites in der Sequenz 
gi 58864723 (Anx IX-A); die 
Sites der drei höchsten Scores 
(0,86, 0,84 und 0,81) 
entsprechen den jeweiligen 
vorhergesagten Anfängen der 
unterschiedlichen Teilstücke 
der drei Isoformen. Eine 
weitere Vorhersage mittleren 
Scores (0,65, bei 2147 bis 2187 
liegend) liegt passend mit dem 
Beginn der zweiten 
Übereinstimmung der aus der 
kleinsten Bande ermittelten 
Sequenz und gi 58864723. 
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3.14. Anwendung des neuen Intron-Endes auf die Nukleotidsequenz von Annexin 

IX-C: 

 

Wendet man die Annahme eines längeren Introns an, so erhält man aus der vermuteten Prä-

mRNA (LESCH 2005) für Annexin IX C eine neue Nukleotidsequenz der mRNA (Abb. 3.76): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AUGAG CGGAC AACAG UACUA CCCCU AUAAG UGCAC CCCCA CGGUG 
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 UUGCC 
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 ACGCC 
GUCGC GGGAC UCGGU ACCGA CGAGG AGGCG AUCAU UGAGA UCCUG 
UGCAC ACUCU CAAAC UACGG CAUCC GCACC AUCUC AGCUU UCUAC 
GAACA AUUAU ACAAC AAGAG CUUGG AAUCG GAUCU GAAAG GCGAC 
ACAUC UGGCC ACUUC AAGAG GCUGU GUGUU UCCCU AUGUA UGGCC 
AACCG UGAUG AGAAC CAGGG UGUGG ACGAA GGCGC CGCUA GGGCU 
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 UUGGU 
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 AUCGC UGGGA 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 und anschließender BLASTs angenommene 
Nukleotidsequenz von Manduca sexta annexin IX-C. 
Grün-rot dargestellt ist die neu angenommene Splicing-site. 
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Diese mRNA ergibt, in Aminosäuren übersetzt, wählt man den Leserahmen, der auch für das 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diese Sequenz wurde bei einem BLAST der NCBI-Datenbank als Annexin IX-B oder IX-C 

mit der höchsten Trefferquote erkannt. Weiterhin werden vier Annexin-Domänen gefunden, 

die bei Aminosäure 30-90, 97-162, 193-246 und 256 bis 308 zu liegen kommen. 

 

Das aus diesen Überlegungen erhaltene Protein zeigte ein berechnetes Molekulargewicht von 

35491.35 D und eine Übereinstimmung von  96,8 % zu dem von LESCH (2005) erwarteten 

Annexin IX-C. 

 

 

 

M S G Q Q Y Y P Y K  C T P T V  Y P A E P  F D P A A  D A E T L  R K A M K  
G F G T D  E K A I I D V L C R R G I V Q R L E I A  E T F K T  N Y G K D  
L I S E L  K S E L S  G N L E N  V I V A L   M T P L P  H F Y A K  E L H D A  
V A G L G T D E E A  I I E I L  C T L S N  Y G I R T  I S A F Y  E Q L Y N  
K S L E S  D L K G D  T S G H F  K R L C V  S L C M A  N R D E N  Q G V D E  
G A A R A  D A E A L  A N A G E  G Q W G T  D E S V F  N S I L I  T R S Y Q  
Q L R Q I  F A E F E A L T G K  D I E E S  I K K E F  S G S I E  K G M L A   
I  V K C V  K S K V G  F F A E R  L Y Y S M  K G L G T  N D K T L  I R I V V  
S R S E I  D L G D I  K Q A F L  D K Y G K  P L E S W  I A  G T I  R R A T S  
N T R Y 

Abb. 3.77: Basierend auf den Sequenzierungsergebnissen und anschließender BLASTs angenommene 
Aminosäuresequenz von Manduca sexta Annexin IX-C. Rot dargestellt ist die Lage der Annexin-Domänen. 
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3.15. Anwendung des neuen Intron-Endes auf die Nukleotidsequenz von Annexin 

IX-A und B: 

 

Da hier keine direkten, das mögliche neue Intron überspannenden Sequenzbeweise, sondern 

nur die Fragmentlänge als Hinweis diente, wurde anhand der berechneten Splice-Sites und der 

erhaltenen Fragmente mögliche Introns gewählt, die, sollten sie zum Tragen kommen, die 

erhaltenen Fragmentlängen ergäben. 

 

Wendet man die Ergebnisse der Splice-Site-Vorhersage in Kombination mit den erhaltenen 

Fragmentlängen auf gi 58864723 an und rekonstruiert das dem NCBI-Datenbankeintrag 

fehlende Stück aus den Einträgen von Manduca sexta Annexin IX-B und C , so ergibt sich 

eine Nukleotidsequenz (Abb. 3.78), die translatiert (Abb. 3.79) ein Protein mit einem 

Molekulargewicht von 34,4 kD erbringt, das Annexin-Domänen bei Aminosäure 30-90, 97-

162, 193-246 und 256-308 enthält und nach einem BLAST mit der NCBI-Datenbank die 

besten Übereinstimmungen mit Annexin IX-B oder C von Manduca sexta und Annexin IX-A, 

B oder C von Bombyx mori zeigt. 
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AUGAG CGGAC AACAG UACUA CCCCU AUAAG UGCAC CCCCA CGGUG 
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 UUGCC 
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 ACGCC 
GUCGC GGGAC UCGGU ACCGA CGAGG AGGCG AUCAU UGAGA UCCUG 
UGCAC ACUCU CAAAC UACGG CAUCC GCACC AUCUC AGCUU UCUAC 
GAACA AUUAU ACAAC AAGAG CUUGG AAUCG GAUCU GAAAG GCGAC 
ACAUC UGGCC ACUUC AAGAG GCUGU GUGUU UCCCU AUGUA UGGCC 
AACCG UGAUG AGAAC CAGGG UGUGG ACGAA GGCGC CGCUA GGGCU 
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 UUGGU 
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 AUCGC UGAUU AUUAA GACAG UUAGG GCUUG 
ACGGC CGAUC GUAAA GUAAA ACAAG CACAA CGCUA GUCUA GACGU 
UCGCG GUCGU CGGGU GUGCU AGGUU AUCGU GAGAU GGUCA GAACC 
AAGAA UGCAC GUUUG AAGUU UGAGC GCAGU GGUUU GAACU AUGGG 
CCAGU UUAUU UUGUU CGCUA ACAUG UGAAG CGUGA GCGCG UUUUC 
CGCUG UUGUU UACAG GAUGA CCUGA CUGGG GACGA UACGA AGGGC 
GACUU CAAAC ACGCG UUACU GACCC UAGUG UCGUA GGGAC GCAUA 
CGCAU UAUAC UGCAG ACCGA UAGAC AUGCC UUUGA CCCGU 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   
  

M S G Q Q  Y Y P Y K  C T P T V  Y P A E P  F D P A A  D A E T L  R K A M K  
G F G T D  E K A I I  D V L C R  R G I V Q  R L E I  A  E T F K T  N Y G K D  
L I S E L  K S E L S  G N L E N  V I V A L   M T P L P  H F Y A K  E L H D A  
V A G L G  T D E E A  I I E I L  C T L S N  Y G I R  T  I S A F Y  E Q L Y N  
K S L E S  D L K G D  T S G H F  K R L C V  S L C M A  N R D E N  Q G V D E  
G A A R A  D A E A L  A N A G E  G Q W G T  D E S V F  N S I L I  T R S Y Q  
Q L R Q I  F A E F E  A L T G K  D I E E S  I K K E  F  S G S I E  K G M L A 
I V K C V  K S K V G  F F A E R  L Y Y S M  K G L G T  N D K T L  I R I V V   
S R S E I  D L G D I  K Q A F L  D K Y G K  P L E S W  I A  D Y 
 

Abb. 3.78: Mit Hilfe der aus den Frangmentlängen und Splice-Site-Vorhersagen ermittelte Nukleotid-
Sequenz der mRNA des möglichen Manduca sexta Annexin IX-A. Kursiv und unterstrichen  ist der aus den 
Sequenzen von Manduca sexta Annexin IX-B und C der NCBI-Datenbank rekonstruierte Teil. In grün-rot 
dargestellt sind die neu angenommenmen Splicing-Sites  

Abb. 3.79: Mit Hilfe der aus den Frangmentlängen und Splice-Site-Vorhersagen ermittelte Aminosäure-
Sequenz  der mRNA des möglichen Manduca sexta Annexin IX-A. Rot dargestellt ist die Lage der Annexin-
Domänen 
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Bei gleicher Vorgehensweise ergab sich für die ursprüngliche Annexin IX-B mRNA der 

NCBI-Datenbank eine Nukleotid-Sequenz (Abb. 3.80), deren translatiertes Protein (Abb.3.81) 

ein berechnetes Molekulargewicht von 35,3 kD besaß und Annexin-Domänen bei Aminosäure 

30-90, 97-162, 193-246 und 256-308 enthielt. Der BLAST mit der NCBI-Datenbank ergab 

die besten Übereinstimmungen mit Annexin IX-B oder C von Manduca sexta und Annexin 

IX-A, B oder C von Bombyx mori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AUGAG CGGAC AACAG UACUA CCCCU AUAAG UGCAC CCCCA CGGUG 
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 UCGCC 
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 ACGCC 
GUCGC GGGAC UCGGU ACCGA CGAGG AGGCG AUCAU UGAGA UCCUG 
UGCAC ACUCU CAAAC UACGG CAUCC GCACC AUCUC AGCUU UCUAC 
GAACA AUUAU ACAAC AAGAG CUUGG AAUCG GAUCU GAAAG GCGAC 
ACAUC UGGCC ACUUC AAGAG GCUGU GUGUU UCCCU AUGUA UGGCC 
AACCG UGAUG AGAAC CAGGG UGUGG ACGAA GGCGC CGCUA GGGCU 
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 UUGGU 
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 AUCGC UGGUC AGUAC CAAGA AUGCA CGUUU 
GAAGU UUGAG CGCAG UGGUU UGAAC UAUGG GCCAG UUUAU UUUGU 
UCGCU AACAU GUGAA GCGUG AGCGC GUUUU CCGCU GUUGU UUACA 
GGAUG ACCUG ACUGG GGACG AUACG AAGGG CGACU UCAAA CACGC 
GUUAC UGACC CUAGU GUCGU AGGGA CGCAU ACGCA UUAUA CUGCA 
GACCG AUAGA CAUGC CUUUG AACCG UAUAA CUGUU AAGAG AUGUU 
UAGAA AUUAA AGCUU GAUAU UUUUG UGAAA AUGAG AUAUU UAUUG 
GUGCU GUACU UUUGU UUACA UUAUA CAUAU UUACA UUAUA AUUAU 
UAAAU CACAC UAUUA UGUAA AAAAA AAAAA AAAAA A 

Abb. 3.80: Mit Hilfe der aus den Frangmentlängen und Splice-Site-Vorhersagen ermittelte Nukleotid-
Sequenz  der mRNA des möglichen Manduca sexta Annexin IX-B. 
Grün-rot dargestellt sind die Übergänge der neu angenommenen Splicing-sites.  
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M S G Q Q  Y Y P Y K  C T P T V  Y P A E P  F D P A A  D A E T L  R K A M K  
G F G T D  E K A I I  D V L C R  R G I V Q  R L E I  A  E T F K T  N Y G K D  
L I S E L  K S E L S  G N L E N  V I V A L   M T P L P  H F Y A K  E L H D A   
V A G L G  T D E E A  I I E I L  C T L S N  Y G I R  T  I S A F Y E Q L Y N  
K S L E S  D L K G D  T S G H F  K R L C V S L C M A  N R D E N  Q G V D E  
G A A R A  D A E A L  A N A G E  G Q W G T  D E S V F  N S I L I  T R S Y Q 
Q L R Q I  F A E F E  A L T G K  D I E E S  I K K E  F  S G S I E  K G M L A  
I  V K C V  K S K V G  F F A E R  L Y Y S M  K G L G T  N D K T L  I R I V  V  
S R S E I  D L G D I  K Q A F L  D K Y G K  P L E S W  I A G Q Y  Q E C T F  
E V 
 
Abb. 3.81: Mit Hilfe der aus den Frangmentlängen und Splice-Site-Vorhersagen ermittelte Aminosäure-
Sequenz  der mRNA des möglichen Manduca sexta Annexin IX-B. Rot dargestellt ist die Lage der Annexin-
Domänen. 
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4. Diskussion: 

 

Als Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit stehen die Nachweise von Annexin IX in 

Manduca sexta (LESCH 2005) und Bombyx mori (XIA  et al. 2001). Für das in Manduca sexta 

vorkommende Annexin IX als Antigen ist ein monoklonaler Antikörper bekannt 

(LESCH 2005), dessen hohe Spezifität im Verlauf der Arbeit genutzt wurde, um das 

Vorkommen von Annexin IX im Organismus selbst und in weiteren Lepidopteren zu 

untersuchen. 

Weiterhin wurde der durch den Vorgang des alternativen Splicens bedingte Aufbau der 

mRNA des untersuchten Proteins (LESCH 2005, XIA  et al. 2001) genutzt, um das Vorkommen 

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

 

Zuerst soll kurz erörtert werden, welche Schlüsse sich aus den vorliegenden Ergebnissen in 

Bezug auf ein Vorkommen von Annexin IX innerhalb der Lepidoptera ziehen lassen. 

 

Antikörper #78 findet sein Antigen bei allen darauf hin untersuchten Lepidopteren. Da der 

verwendete monoklonale Antikörper eine hohe Spezifität aufweisen, ist anzunehmen, dass bei 

allen markierten Zellen ein entsprechendes Epitop vorhanden ist. Bei Manduca sexta liegt 

dieses Epitop im konservierten Teil des Annexin IX (LESCH 2005), ein Annexin, für das in 

Bombyx mori ein Homolog gefunden wurde (XIA  et al. 2001). Bei den getesteten Hämocyten 

vom Bombyx mori ist eine positive Markierung mit Antikörper #78 zu beobachten. Dies und 

die hohe Ähnlichkeit (Sequenzübereinstimmung) der beiden Annexine beider Arten lassen 

darauf schließen, dass auch hier Annexin IX als Ziel des verwendeten Antikörpers fungiert. 

Betrachtet man die bisher angenommenen Verwandtschaftsverhältnisse der getesteten 

Lepidopteren (SHIMADA  et al. 1995), wird ersichtlich, dass Manduca sexta und Bombyx mori 

taxonomisch weniger eng zusammen stehen als z.B. Acherontia atropos und Manduca sexta. 

Bei Acherontia atropos wurde im Verlauf dieser Arbeit eine kurze Nucleotidsequenz 

gefunden, die eine große Ähnlichkeit mit Manduca sexta mRNA für Annexin IX aufweist. 

Dies und die Markierung durch den Antikörper lassen den Schluss zu, dass auch Acherontia 

atropos Annexin IX in ihrem Proteom besitzt. Betrachtet man die beiden untersuchten 

Saturniden, und geht man davon aus, dass Annexine eine hoch konservierte gemeinsame 

Struktur aufweisen und in allen eukaryotischen Zweigen der Organismen gefunden wurden 

(GERKE &  MOSS 2002), so lässt sich schließen, dass bereits die gemeinsame Stammart der 

Bombycoidea und Sphingoidea zumindestens ein Annexin besaß, das eine hohe Ähnlichkeit 

mit dem heutigen Annexin IX aufwies, da sich die Sequenzen von Annexin IX von Manduca 

sexta und Bombyx mori sehr ähneln. Ausgehend davon, mit Betrachtung der Spezifität der 

Antigen-Antikörper-Bindung, kann gefolgert werden, dass auch Hyalophora cecropia und 

Actias artemis Annexin IX besitzen. Dass Annexin IX ebenfalls bei Drosophila melanogaster 

und Anopheles gambiae gefunden wurde (JOHNSTON et al. 1990, KOTSYFAKIS et al. 2005), die 

als Dipteren eine Außengruppe bilden, lässt die Folgerung zu, dass es sich bei der bei Galleria 

mellonella festgestellten Markierung ebenfalls um Annexin IX handelt. 
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4.2. Monolayer von Manduca sexta und Acherontia atropos: 

 

Nach der Erörterung des Vorkommens von Annexin IX innerhalb der Lepidoptera soll anhand 

der aus der Untersuchung der jeweiligen Monolayer erhaltenen Ergebnisse versucht werden, 

das Verhalten des Annexins IX innerhalb der Hämocyten während des Vorgangs der 

Anheftung zu diskutieren.  

 

Bei den in der Arbeit verwendeten Monolayer-Typen, insbesondere bei den Kurzzeit-

Intervall-Monolayern, werden Unterschiede in der Markierung erkennbar. Während bei von 

der Hämolymphe durch Waschen in AC-Saline befreiten Hämocyten bereits in den ersten 

Zeitfenstern schon bei noch runden und nicht gespreiteten Hämocyten flächendeckende 

Markierungen auftraten, die bei Granulären Zellen erhalten blieben und sich bei 

Plasmatocyten hin zu abgegrenzten Bereichen veränderten, zeigten Hämocyten im Monolayer 

des zweiten Typs eine Markierung, die nur bei wenigen Zellen gleichmäßig flächendeckend 

ausfiel. Die meisten Zellen zeigten eine fleckartige Musterung, die sich bei einigen 

Plasmatocyten in die Pseudopodien ausdehnte. Sowohl bei Manduca sexta als auch bei 

Acherontia atropos war dieses Muster zu beobachten. Die Unterschiede zwischen 

gewaschenen und ungewaschenen Zellen von Manduca sexta könnten verschiedene Gründe 

haben. Zum einem könnte der Aufenthalt in hämolymphfremden Medium zu einer 

Aktivierung führen, zum anderen könnte der Vorgang des Waschens selber eine mechanische 

Reizung ausüben. Weiterhin enthält Hämolymphe die für die Wirkungsweise von Annexinen 

notwendigen Calciumionen, die während des Waschens durch den Chelatbildner EDTA 

entfernt werden. Betrachtet man die Ergebnisse der Direktfixierung während des Blutens und 

der FACS-Analyse, so scheint es, als bilde sich die Musterung durch Präsentation des Epitops 

erst während des Absetzens der Zellen. Allerdings führt die Direktfixierung zu hohen 

Verlusten an Zellen, da u. a. auf EDTA verzichtet wurde, und die Hämolymphe quasi sofort 

beim Eintritt in die Fixans koagulierte. Daher ist es möglich, dass die wenigen Zellen, die 

diese Prozedur überstanden haben, nicht repräsentativ für das Gesamtbild sind. Bei den 

FACS-Ergebnissen mit Antikörper #78 fällt auf, dass sich die Zellpopulationen von denen der 

in Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Silvia Geuenich (GEUENICH 2005) durchgeführten 

Kontrollen unterschieden. Daher sind auch diese Ergebnisse vorerst mit einer gewissen 

Zurückhaltung in die Überlegungen mit ein zu beziehen. Betrachtet man allerdings diese 

Experimente, so zeigt sich, dass Zellen, die entweder ohne AC-Saline aufbereitet wurden oder 

in der Saline direkt durch NaAzid abgetötet wurden, keine bis nur eine geringe Markierung 
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zeigen. Diese geringe Markierung geht mit der Beobachtung konform, dass die 

Fluoreszenzmarkierung während des Anheftungsvorgangs zunimmt.  

In Folge dieser Beobachtungen kann man also schließen, dass Annexin IX in zumindestens 

einer Isoform beim Vorgang des Spreitens beteiligt ist, zumal die Markierung bei einigen 

Zellen bis in die Pseudopodien ausstrahlt. Von einigen Annexinen ist bekannt, dass sie im 

Zusammenhang mit dem Cytoskelett stehen (BABIYCHUK &  DRAEGER 2000, ARESCHER &  

GERKE 2004). Eine solche Funktion passte insofern zu den Beobachtungen, dass vor allem 

Plasmatocyten, die sich durch ein besonders großes Spreitungsvermögen auszeichnen, eine 

Markierung bis in die Pseudopodien zeigen. 

 

Weiterhin zeigten die Versuche, dass nach einer Behandlung der Zellen mit TritonX-100, also 

einer Permeabilisierung der Zellmembran, eine die gesamte Zelle erfassende Markierung 

resultiert. Folglich ist Annexin IX in einer seiner Isoformen im Cytoplasma oder an der 

Innenseite der Zellmembran lokalisiert. Zieht man die Ergebnisse der nicht mit Triton 

behandelten ungewaschenen Zellen hinzu, lässt sich folgern, dass Annexin IX in zumindest 

einer seiner Isoformen während des Anheftungsvorganges oder auf einen anderen Reiz hin 

vom Cytosol nach außen verbracht wird. Von z.B. humanem Annexin II und VI wird belegt, 

dass diese Proteine als Rezeptor für Fetuin-A an der extrazellulären Seite der Membran 

positioniert und als solche an Adhäsionsvorgängen beteiligt sind (KUNDRANDA et al. 2004). 

Annexin I wird in neutrophilen Granulocyten von Säugetieren von Granulen des Cytoplasma 

an die Zelloberfläche verbracht, wenn sich die Zelle an entzündetes Endothel anheftet 

(PERRETTI et al. 1996, PERRETTI et al. 2000, PERRETTI &  FLOWER 2004). Somit wird auch bei 

Neutrophilen ein Annexin im adherenten Zustand an der Zelloberfläche nachweisbar. 

Annexin 1 spielt in Säugetieren eine wichtige Rolle als anti-inflammatorischer Mediator 

(KAMAL  et al. 2005). Ob eine Ähnliche Rolle für Annexin IX zu erwarten ist, bedarf noch 

weiterer Untersuchungen. 

Zieht man die Markierung der mit AC-Saline gewaschenen Zellen hinzu, drängt sich die 

Folgerung auf, dass die Zellen durch einen noch nicht näher geklärten Vorgang während des 

Waschens, betrachtet in Bezug auf die Translokalisierung von Annexin IX von der Innenseite 

der Membran nach außen, aktiviert wurden. Dieser Vorgang könnte einerseits in dem 

Mediumwechsel begründet liegen, der, allerdings in nicht so vollständigem Maße, auch bei 

der Herstellung der Monolayer des Typs II erfolgt, oder mit der Entfernung von 

Kalziumionen durch EDTA zusammenhängen.  
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Zieht man in Betracht, dass von unterschiedlichen Annexinen eine Ionenkanalaktivität 

bekannt ist (POLLARD &  ROJAS 1988, ROJAS et al. 1990, POLLARD et al. 1992, BERENDES 

et al. 1993, BURGER et al. 1994, LIEMANN  et al. 1996, LIEMANN &  HUBER 1997), könnte die 

Translokation von Annexin IX an die Aussenseite der Membran evtl. zusätzlich in einem 

solchen Zusammenhang gesehen werden, bei dem zumindest eine Isoform des Proteins als 

fakultativer Kalziumkanal fungieren würde. Dies könnte die „Aktivierung“ durch den 

Waschvorgang mit EDTA erklären, da bei Kalziummangel mehr Kanäle geöffnet werden 

müssten. 

 

Fremdkörper, die zu groß sind, um phagozytiert oder durch Knötchenbildung unschädlich 

gemacht zu werden, werden von den Hämocyten eingekapselt. Hierbei treten vor allem 

Granuläre Zellen und Plasmatocyten in Aktion, die die Fremdkörper zuerst umhüllen und 

dann mit einer extrazellulären Schicht umhüllen (PECH &  STRAND 1996, PECH UND STRAND 

2000, GILLESPIE et al. 1997, WIEGAND et al. 2000). Der Objektträger, auf dem sich die Zellen 

absetzen, stellt einen Fremdkörper dar. Daher könnte die wachsende Markierung durch 

Antikörper #78 auch in einem solchen Zusammenhang gesehen werden. 

 

 

Weitere Hinweise liefern die Ergebnisse im Zusammenhang mit der Parasitisierung durch 

Cotesia congregata. Die Braconide gewährleistet eine Entwicklung ihrer Eier und Larven, 

indem sie deren Einkapselung im Wirt verhindert (AMAYA  et al. 2005). Die Auswirkungen 

auf die Hämocyten sind vielfältig und reichen von anfänglicher Eliminierung der Hämocyten 

über ein reduziertes Spreitungsvermögen bis hin zu Veränderungen der exprimierten Proteine 

(BECKAGE et al. 1994, ALLEYNE &  BECKAGE 1997,WIESLER 2003).  

Die Hämocyten befallener Manduca sexta-Larven zeigen in Bezug auf die Markierung durch 

Antikörper #78 eine deutlich geringere Fluoreszenz. Erst nach Aufbrechen der Zellmembran 

durch z.B. Tritonbehandlung gleichen sich die Markierungen der Hämocyten parasitisierter 

und unparasitisierter Tiere. Daher ist davon auszugehen, dass Annexin IX in den Hämocyten 

parasitisierter Tiere zwar vorhanden ist, aber nicht, wie bei unparasitisierten Tieren, in 

großem Umfang an die Zellaußenseite gelangt. Dass Annexin IX zumindest expremiert wird, 

wird auch durch die RT-PCR belegt, die bei aus Hämocyten parasitisierter Tiere gewonnener 

RNA drei deutliche Banden zeigt. Geht man also davon aus, dass durch die Einwirkung von 

Cotesia die Abwehrfähigkeit gehemmt wird, lässt dies den Schluss zu, dass Annexin IX, 

sollte es aufgrund von Spreitungsvorgängen zur Zellaussenseite translokiert werden, entweder 
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als Teil einer Kaskade zu sehen ist, deren vorherige Schritte durch den parasitoiden Einfluss 

unterbrochen wurden, oder nur indirekt in Bezug auf das Spreiten als Antwort auf den 

Spreitungsvorgang oder die Fremdkörpererkennung an die Zellaussenseite gelangt. In einem 

ähnlichen Kontext lässt sich auch die Vermutung sehen, dass Annexin IX im Zusammenhang 

mit dem Aufbau der extrazellulären Matrix stehen könnte. Auch die Einkapselung muss die 

Wespe unterdrücken: Gelangt ein für den Aufbau notwendiges Protein nicht an die 

Zellaußenseite, kann die Einkapselung nicht stattfinden. Auch hier wäre Annexin IX als Teil 

einer Reaktionskette zu sehen, da das Protein in der Zelle zwar vorhanden ist, aber nicht die 

Membran durchquert, so dass ein vorher liegendes Glied der Reaktionskette, dass diese 

Translokation auslöst, gehemmt sein oder fehlen muss. Dass Proteine bei einer Parasitisierung 

aus dem Proteinpool verschwinden, wurde durch WIESLER 2003 belegt. Eine weitere 

Möglichkeit in diesem Zusammenhang wäre auch, dass Annexin IX z.B. durch ein virales 

Protein der durch den Parasitioden eingebrachten Polydnaviren (SAVARY  et al. 1999). 

gehemmt würde. Dass Annexine von Insekten als Bindungsziel von Parasiten dienen können, 

ist bekannt ((KOTSYFAKIS et al. 2005). 

 

Betrachtet man die Ergebnisse von M. Wiesler (WIESLER 2003), so fällt auf, dass kein 

Unterschied parasitisierter und unparasitisierter Manduca sexta-Larven in Bezug auf 

Antikörper #78 auftritt. Die Erklärung für diese Diskrepanz ist darin zu sehen, dass die 

bearbeiteten Monolayer vor der Immunhistochemie eingefroren gelagert wurden (mündl. 

Mitteilung M. Wiesler). Einfrieren bewirkt eine Perforierung der Membran durch 

Eiskristallbildung, was einen ähnlichen Effekt wie eine Tritonbehandlung zur Folge hat. Auch 

in der vorliegenden Arbeit zeigten mit TritonX-100 behandelte Hämocyten parasitisierter 

Tiere ein ähnliches Bild wie Hämocyten unbehandelter Tiere nach Tritoneinwirkung, was die 

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

 

Um die Funktion von Annexin IX weiter zu untersuchen, müssen noch weitere Ergebnisse 

herangezogen werden. Wie aus den optischen Schnitten durch die Antikörpermarkierung 

erkennbar wird, ist Annexin IX vor allem an der Außenseite der Organe wie eine Hülle 

flächendeckend lokalisiert. Da die Organe vorher mit TritonX-100 behandelt wurden, kann 

angenommen werden, dass der verwendete Antikörper die Möglichkeit hatte, in die Organe 

einzudringen, dort aber keine Bindung stattfand. Vor allem die Ganglion- und Tracheenprobe 

zeigen diese Verteilung. Andere Organe weisen teilweise schwächere Markierungen auf. Bei 

der Spinndrüse und den Malpighi’schen Gefäßen schien es, als wäre die Markierung nicht nur 

auf die Außenseite beschränkt, sondern auch schwach innerhalb des Organs sichtbar. 

 

Das Vorkommen von Annexin in den getesteten Organen wird durch die Ergebnisse der 

Westernblots gestärkt, da hier, bis auf Ausnahme des Darms, jedes verwendete Organlysat 

eine mehr oder weniger deutliche Bande zeigte. Die einzige Ausnahme, der Darm, zeigt eine 

schwache, schwer zu lokalisierende Markierungswolke, die etwa um 36 kD bis in den 

niedermolekulareren Bereich liegt. Zieht man in Betracht, dass der Darm als Ort der 

Verdauung ein ganzes Arsenal an Enzymen besitzt, liegt die Vermutung nahe, dass Annexin 

IX während der Präparation diesen Enzymen ausgesetzt und von ihnen zersetzt wurde. Dies 

würde das Vorhandensein der Wolke erklären, die sich hiernach aus verschieden großen 

Teilstücken des Proteins zusammensetzen würde.  

Da vor der Elektrophorese die Proteinproben auf den gleichen Proteingehalt der reinen 

Hämocytenprobe eingestellt wurden und die Ausgangsorgane unter AC-Saline entnommen 

wurden, die eine Anheftung von Hämocyten hemmt, kann davon ausgegangen werden, dass 

eventuell den Organen anhaftende Hämocyten nur einen geringen Anteil der Probe 

ausmachen. Infolgedessen müsste, sollte sich die Positivreaktion des Westernblots nur 

aufgrund der Proteine anheftender Hämocyten einstellen, diese geringer als die Reaktion der 

reinen Hämocytenprobe ausfallen. Die registrierten Banden hingegen zeigen eine etwa 

gleichstarke bis sogar stärkere ( bei Nerv und Malpighi’schen Gefässen) Reaktion, so dass 

davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den beobachteten Ergebnissen um 

organeigene Proteinbanden hadelt. 
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Die umhüllende Fluoreszenzmarkierung an der Außenseite der Organe durch die Bindung des 

genutzen Antikörpers #78, die eine komplette dreidimensionale Rekonstruktion bis hin zu 

Strukturen, wie z.B. bei Muskel und Fettkörper möglich machte, deutet auf einen 

Zusammenhang zwischen Annexin IX in zumindest einer Isoform und der extrazellulären 

Matrix hin, da dieses Element ebenfalls einer Hülle gleich die Organe zur Leibeshöhle 

umgibt.  

Bei der Spinndrüse von Larven des Bombyx mori ist ebenfalls das Vorhandensein von 

Annexin IX bekannt. Hier spielt es eine Rolle beim programmierten Zelltod während der 

Metamorphose. Das Protein wird in den Spinndrüsen während des Wachstums der Larven auf 

hohem Level expremiert und nimmt beim Eintritt in die Metamorphose, wahrscheinlich 

Ecdyson-gesteuert, ab (KANEKO et al. 2006). Bei Manduca sexta wird die Spinndrüse 

ebenfalls während der Metamorphose eingeschmolzen, so dass hier ein ähnlicher 

Zusammenhang zu erwarten ist. Jedenfalls für die Spinndrüse wäre somit die Verteilung ins 

Organinnere auf diese Weise erklärbar. 

Die Annexin IX-Verteilung ins Organinnere bei den Malpighi’schen Gefäßen könnte eine 

andere Ursache haben. Für Annexin V wird bei Rattennieren ein Zusammenhang mit der 

Kalziumexkretion vermutet (MATSUDA et al.  2001). Zwar unterscheiden sich die jeweiligen 

Vorgänge der Primärharnherstellung (Filtration durch Druck in den Nieren versus 

Ionensekretion in den Malpighi’schen Gefässen), aber die Malpighi’schen Gefässe stehen wie 

die Nieren der Säugetiere im Dienste der Sekretion (WEHNER R. &  GEHRING W. 1995, 

PENZLIN H. 1996), so dass unter Umständen auch hier ein Annexin eine Rolle im 

Kalziumhaushalt spielt.  
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Neben der Möglichkeit einer Beteiligung am Aufbau der Extrazellulären Matrix könnte das 

Vorkommen von Annexin IX in Bezug auf die Vermutung gesehen werden, Annexin IX 

könnte als Kalzium-Kanal fungieren. Kalzium spielt eine wichtige Rolle bei der 

Reizweiterleitung sowie bei der Muskelkontraktion (PENZLIN 1996). Nicht erklärt wäre 

hierdurch allerdings die starke Markierung der Tracheen. 

 

Zusammenfassend lässt sich also, die Ergebnisse der konfokalen Laserscanmikroskopie in 

Bezug auf die Organe betrachtend, schließen, dass die Markierung und damit das Vorkommen 

von Annexin IX in Organen hauptsächlich auf die Aussenseite der Organe beschränkt ist. Von 

Annexin-V z.B. ist eine Bindung an Integrinrezeptoren bekannt, es steht somit im 

Zusammenhang mit der Anheftung an die extrazelluläre Matrix (ANDERSEN et al. 2002). Da 

diese die Organe, ähnlich wie die beobachtete Markierung äußerlich umhüllt, könnte eventuell 

ein Zusammenhang mit zumindestens einer Isoform des Annexin IX in Betracht gezogen 

werden. Weiterhin kommt die Überlegung hinzu, dass die inneren Organe während der 

Larvenzeit erheblich wachsen, was eine kontinuierliche Neubildung der Extrazellulären 

Matrix erforderlich machen würde. 

Einen weiteren Hinweis, ebenfalls über die konfokale Laserscanmikroskopie gewonnen, 

liefert die Analyse einer einzelnen Plasmatocyte. Diese Zelle zeigte eine besonders starke 

Markierung, die an einer Stelle der Zelloberseite lokalisiert war. An dieser Stelle war die 

Ausbildung von Pseudopodien allerdings gering, was durch das TRITC-Phalloidin-markierte 

Cytoskelett der Zelle erkennbar wurde. 

Diese Beobachtung, verbunden mit der Exponierung von Annexin IX bei angehefteten 

Hämocyten und der Einbeziehung der Lage des Proteins an der Außenseite der Organe, lässt 

die anfangs gestellte Annahme, Annexin IX könnte in einem räumlich positiven 

Zusammenhang mit der Ausbildung des Cytoskeletts gesehen werden, zumindest fraglich 

erscheinen. 
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4.4. Vergleich der bisherigen Schlüsse mit vorhergehenden Arbeiten an Annexin 

IX bei Manduca sexta: 

 

Vergleicht man die bisherigen Überlegungen und Ergebnisse dieser Arbeit mit den 

Ergebnissen von LESCH (2005), so wird hier ein Unterschied deutlich. LESCH schließt aus den 

Ergebnissen ihrer Arbeit, dass Annexin IX hauptsächlich im Cytoplasma vorkomme, eine 

Membranbindung wird allerdings nicht ausgeschlossen. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen 

den Schluss zu, dass Annexin IX zumindest zu bestimmten Zeitpunkten der Membran 

assoziert vorliegt. Dies wird auch durch die konfokale Laserscanmikroskopie der Hämocyten 

gestützt.  

Nach Tritonbehandlung betrifft die Markierung die gesamte Zelle, so dass zumindest bei 

Plasmatocyten aufgrund der starken Fluoreszenz und der abgeflachten Zellform nicht leicht zu 

bestimmen ist, ob das Protein membranständig oder im Zellplasma gelegen vorkommt, 

solange es nicht an die Membranaussenseite gelangt. Granuläre Zellen behalten größtenteils 

ihre runde Form, im fluoreszenzmikroskopischen Bild erscheint die Zellmitte auch nach 

Tritonbehandlung schwächer fluoreszent als die Peripherie, was als Hinweis für eine 

Membranständigkeit gedeutet werden kann. 

Anders verhalten sich die Zellen der GV1-Kultur. Hier ist die Zellmitte stärker gefärbt, dies 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass hier das den Kern umgebende Plasma der hauptsächliche 

Aufenthaltsort von Annexin IX ist. 

Von Annexinen ist bekannt, dass sie sowohl als cytoplasmische Bindungspartner agieren als 

auch an die Zellmembran gebunden sein können (GERKE &  MOSS 2002).  
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4.5. Diskussion der Ergebnisse der RT-PCR: 

 

Mit Hilfe der RT-PCR sollte in dieser Arbeit die Expression von Annexin IX in seinen 

Isoformen beleuchtet werden. Der geschachtelte Aufbau der Isoformen (XIA  et al 2001, 

LESCH 2005) bot hierbei die Möglichkeit, mit nur zwei Primern sowohl die mRNA-Isoformen 

anhand ihrer Länge zu unterscheiden als auch, ebenfalls über die Länge, eine Kontamination 

mit genomischer DNA auszuschließen, da genomische DNA aufgrund ihrer 

Zusammensetzung aus Introns und Exons ein wesentlich längeres Fragment erzeugen würde. 

Tatsächlich erbrachten alle getesteten Organe mit Ausnahme des Darms nach Durchführung 

der RT-PCR drei mehr oder weniger gut abgrenzbare Fragmente, die anhand einer sich 

anschließenden Sequenzierung als Teile der Nucleotidsequenz von Annexin IX identifiziert 

werden konnten. Diese Fragmente waren mit etwa 500, 300 und 150 Basenpaaren Länge ca. 

564, 365 und 165 bp kürzer als erwartet. Die anschließende Sequenzierung dieser Stücke 

erbrachte ohne weiteres nicht die Möglichkeit, diese Fragmente direkt einer Isoform 

zuzuordnen, ließen aber eine Identifizierung als Annexin IX zu. Hierbei traten die besten 

Übereinstimmungen mit Annexin IX von Manduca sexta auf (LESCH 2005), gefolgt von 

Annexin IX in seinen Isoformen von Bombyx mori (XIA  et al. 2001). Die Schwierigkeit der 

direkten Zuordnung anhand der Sequenz liegt im Aufbau der Fragmente (XIA  et al 2001, 

LESCH 2005). Alle drei mit den verwendeten Primern hergestellten Fragmente haben einen 

gemeinsamen Teil, der von den verwendeten Algorithmus natürlich nicht getrennt betrachtet 

wird. Der weitere Aufbau der mRNA, bei der, wie unter 2.2.11.6. erläutert, an jeder Isoform 

zumindest die Sequenz für den C-Teil, bei zwei Isoformen die Sequenz für den B-Teil und 

nur bei einer Isoform die A-Sequenz anhängt, kann von dem Programm nicht berücksichtigt 

werden, da z.B. die Nukleotidsequenz der C-Isoform in allen drei Isoformen zu finden ist. 

Also müssen die Isoformen anhand ihrer Länge zugeordnet werden, wobei das längste 

Fragment von Isoform A, das kürzeste von Isoform C gestellt wird.  

 

Wie bereits erwähnt, zeigten alle getesteten Organe die Isoform C, dies stimmt mit den vom 

Bombyx mori bekannten Verteilungen überein (XIA  et al. 2001). Auch bei Manduca sexta 

zeigt der Darm ein Fehlen der A-Form, bei der vorliegenden Arbeit fehlt Manduca sexta 

ebenfalls die B-Form. Dies könnte in den interspezifischen Unterschieden begründet liegen. 

Bei der Spinndrüse von Bombyx mori kommen nur die Isoformen B und C vor (XIA  et al. 

2001). Diese beiden und zusätzlich eine sehr schwache undeutliche Bande der A-Form treten 

auch bei der Spinndrüse von Manduca sexta auf.  



4. Diskussion 

 

112 

Alle drei Isoformen konnten in den Eiern sowohl von Manduca sexta (siehe 3.11.1) als auch 

Bombyx mori nachgewiesen werden (XIA  et al. 2001). Da die mRNA von Annexin IX bereits 

in Eiern am Tag der Ablage nachgewiesen werden konnte, lässt darauf schließen, dass 

Annexin IX für die Zelle allgemein von großer Bedeutung ist und nicht erst bei spezialisierten 

und ausdifferenzierten Zellen zum tragen kommt. Weiterhin kann durch das Vorhandensein 

der C-Isoform in allen gestesteten Organen in einer relativ betrachtet höheren Menge die 

Vermutung, Annexin IX-C stelle eine Grundform des Proteins dar (XIA  et al. 2001) auch bei 

Manduca sexta bestätigt werden. 

 

Um zu klären, warum die erhaltenen Fragmente kürzer als im Vergleich zu LESCH (2005) 

erwartet ausfallen, wurde ein Sequenzvergleich (BLAST) gegen gi 58864723 (Manduca sexta 

partielle mRNA für Annexin IX-A) (LESCH 2005) durchgeführt. Dieser ergab für das dritte 

Fragment (150 kb) eine Sequenz mit einer Übereinstimmung im vorderen Teil der Sequenz 

bis zum Intron, aber hinter dem erwarteten Anfang des C-Exons ihre Übereinstimmung 

fortsetzte, ohne dass eine Lücke entstand. Eine daraufhin angestellte Berechnung der 

Splicemöglichkeiten (REESE &  EECKMANN 1996, REESE et al. 1997) der ursprünglich 

angenommen Sequenz ergab, dass eine mögliche Splicestelle genau so zu liegen kam, dass 

das in dem Fragment fehlende Exonstück genau herausgeschnitten würde. Diese Stelle zeigte 

zwar eine geringere Wahrscheinlichkeit als die von LESCH (2005) postulierte, erklärte aber 

zumindest das kürzere C-Fragment und kam mit dem Ergebnis des Sequenzvergleichs 

überein. 

Wendet man diese Berechnungen auf die Nukleotidsequenz an und translatiert die daraus 

folgende Sequenz, erhält man eine Aminosäuresequenz, die ebenfalls vier Annexin-Domänen 

und eine hohe Übereinstimmung mit dem ursprünglichen Protein zeigt. In Folge dessen ergibt 

sich aus dem neu definierten Intron keine Veränderung bezüglich des Proteins, die berechnete 

Molekularmasse entsprach auch den von LESCH (2005) angenommenen Werten. 

Eine Neubewertung der Splice-Sites in den beiden restlichen vorhandenen Annexin-

Sequenzen (LESCH 2005) ergab kürzere Nukleotidsequenzen, deren Fragmente in Bezug auf 

die verwendeteten Primer nun eine in etwa übereinstimmende Größe zeigten. Die 

resultierenden Aminosäuresequenzen konnten bei einem Sequenzvergleich mit der NCBI-

Datenbank als Annexin IX, sowohl von Manduca sexta als auch Bombyx mori, identifiziert 

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

 

Die bisherigen Ergebnisse lassen keine eindeutige Klärung einer bestimmten Funktion von 

Annexin IX zu. Es könnte als Kalziumkanal fungieren, wie dies z.B. für Annexin-V in vitro 

(ROJAS et al. 1990) gezeigt wurde, obwohl dieses nur mit der Membran assoziiert ist und 

nicht transmembran zu liegen kommt (HUBER et al. 1992). Ebenfalls für Annexin-V ist eine 

intrazelluläre Bindung an Integrinrezeptoren bekannt, und dieses Protein könnte daher im 

Zusammenhang mit der Anheftung an die extrazelluläre Matrix stehen (ANDERSEN et al. 

2002). Von Manduca sexta Hämocyten ist bekannt, dass diese ein spezifisches Integrin 

besitzen, welches bei Einkapselungsvorgängen notwendig ist (LEVIN et al. 2004). Von 

Annexinen (hier Annexin V bzw. Anchorin CII) ist bekannt, dass es selektiv an Kollagen, 

einem Baustein der extrazellularen Matrix, zu binden vermag und in diesem Zusammenhang 

mit dem Aufbau der Matrix gesehen wird (KIRSCH &  PFÄFFLE 1992). Ein Zusammenhang von 

Annexin IX in Manduca sexta mit der extrazellulären Matrix lässt sich aus den Ergebnissen 

der konfokalen Laserscanmikroskopie schliessen. Ebenfalls erklären würde es das 

Vorkommen von Annexin IX in zumindestens einer Isoform in allen daraufhin untersuchten 

Organen. Die Veränderungen des Floureszenzmusters in Zusammenhang mit der 

Parasitisierung durch Cotesia congregata kann ebenfalls in diesem Kontext interpretiert 

werden. Der Parasitoid verhindert die Einkapselung seiner Nachkommen durch die 

Hämocyten (BECKAGE et al. 1994, ALLEYNE &  BECKAGE 1997, AMAYA  et al. 2005) und 

somit auch deren Umhüllung mit extrazellulärem Material. 

 

Die Veränderungen der Hämocyten während des Anheftens können auch im Zusammenhang 

mit der Immunantwort gesehen werden. 

Dass Annexine eine Rolle im Immungeschehen zu spielen vermögen, wird durch die 

Auswirkungen von Annexin I auf die neutrophile Extravasation bei Säugetieren deutlich. Hier 

wirkt Annexin I inhibitorisch auf das Austreten der Neutrophilen aus den Gefässen (WALTER 

et al. 2000, RESCHER &  GERKE 2004).  

Annexin IX könnte nach den vorliegenden Beobachtungen also durchaus eine Rolle bei der 

Immunantwort spielen. 
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Weiterhin wurde für Annexin IX in Bombyx mori ein Zusammenhang mit dem 

programmierten Zelltod festgestellt (KANEKO et al. 2006). Hier scheint ein hoher 

Expressionslevel den programmierten Zelltod zu verhindern. Annexin IX wurde im Laufe der 

Arbeit ebenfalls in Spinndrüsen von Manduca sexta beobachtet, so dass hier ein ähnlicher 

Zusammenhang zu bedenken ist. 

Dass Annexine nicht nur eine Funktion im Zellgeschehen übernehmen, zeigen die vielfältigen 

Funktionen von z.B. Annexin (A) 1 (PARENTE &  SOLITO 2004), zumal für Annexin IX drei 

Isoformen bekannt sind, die sich in ihrem Core-Bereich, der die Kalzium- und Phospholipid-

Bindestellen enthält, unterscheiden (XIA  et al. 2001, LESCH 2005). Es wäre daher durchaus 

möglich, dass die diversen Isoformen mehrere Funktionen ermöglichen.  

Nach den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen könnte das Protein sowohl am Aufbau 

der bzw. dem Anheften der Zellen an der extrazellulären Matrix beteiligt sein als auch als 

Kalziumkanal fungieren.  

 

 

4.7. Ausblicke: 

Die genauen Funktionen von Annexin IX könnten durch weitere Untersuchungen, etwa einer 

Hemmung der Annexin IX-Synthese durch RNAi und durch Aufreinigen des Proteins und 

anschließende Bindeversuche weitergehend beleuchtet werden.  

Weitere Schlüsse könnten durch den Vergleich der Expression von Annexin IX während der 

Häutungsphasen bzw. der Metamorphose oder auch bei Infektionen gewonnen werden. 

Auch ein direkter Einsatz des Antikörpers #78 in vivo, wie dies z.B. mit Antikörper #13 

durchgeführt wurde(LEVIN et al. 2005), könnte einen weiteren Schritt darstellen, allerdings 

könnte hier das aus dieser Arbeit geschlossene flächendeckende Vorkommen des Antigens an 

der Innenseite der Leibeshöhle zu Komplikationen durch eine Immunantwort auf ein durch 

diese Prozedur ubiquitäres Fremdprotein führen. 

Weiterhin könnte durch die hohe Konservierung der Domänen Annexin IX durch Vergleich 

bei mehreren Insektenarten neue Einblicke in die Taxonomie ermöglichen. 
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5. Zusammenfassung: 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde über einen für Manduca sexta Annexin IX spezifischen 

monoclonalen Antikörper (Antikörper #78) ein Vorkommen von Annexin IX in diversen 

Lepidopteren nachgewiesen. Neben den bisher bekannten unterschiedlichen Nachweisen von 

Annexin IX in Manduca sexta und Bombyx mori wurde Annexin IX in Acherontia atropos, 

Hyalophora cecropia, Actias artemis und Galleria mellonella gefunden und dokumentiert. 

Zusätzlich gelang es für Acherontia atropos, den Nachweis von Annexin IX über RT-PCR zu 

bekräftigen. 

 

Weiterhin wurde Antikörper #78 eingesetzt, um ein Vorkommen von Annexin IX in 

Hämocyten und die Veränderung über die Zeit während des Anheftungsvorganges der Zellen 

sichtbar zu machen. Es wurde eine Zunahme der markierten Zelloberfläche während des 

Vorganges festgestellt. Ausserdem konnte beobachtet werden, dass eine Parasitisierung mit 

Cotesia congregata negative Auswirkungen auf die Grösse der markierten Fläche hatte, 

während Annexin IX selbst innerhalb der Zelle vorhanden blieb. Daher wurde der Schluss 

gezogen, dass Annexin IX am Vorgang der Einkapselung innerhalb einer Reaktionskette 

beteiligt sein könnte. 

 

Ebenfalls über Antikörper #78 wurde der optische Nachweis von Annexin IX im KLSM in 

Nervengewebe, Tracheen, Fettkörper, Malpighi’schen Gefässen, Spinndrüsen und weiteren 

Organen erbracht und durch Western-Blot bekräftigt. Den optischen Schnitten folgend kommt 

Annexin IX in den Organen hauptsächlich in den umhüllenden äußeren Bereichen vor. Bei 

Malpighi’schen Gefässen und Spinndrüsen allerdings scheint Annexin IX auch im 

Organinneren vorzukommen. 

 

Da es mit Hilfe des verwendeten Antikörpers nicht möglich war, zwischen den drei 

vermuteten Isoformen von Annexin IX zu differenzieren, wurde der Vorgang der RT-PCR 

genutzt, da sich die erwarteten Fragmente der jeweiligen Isoformen theoretisch in der Länge 

unterscheiden. Es wurden in den meisten Organen drei Fragmente gefunden, die allerdings 

jeweils kürzer als erwartet waren. Eine Sequenzanalyse und anschließender Sequenzvergleich 

ergab, dass es sich bei den Fragmenten um Annexin IX–Sequenzen handelte, die allerdings 

nicht an den bisher erwarteten Splice-Sites verknüpft waren. Eine erneute Berechnung der 

möglichen Lage Introns und Exons ergab mehrere Möglichkeiten, von denen je eine pro 
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Isoform die vorliegenden Ergebnisse zu erklären vermochten. Eine Translation der auf diese 

Weise erhaltenen Nukleotidsequenzen brachte drei Aminosäuresequenzen hervor, die sich als 

Annexin IX identifizieren liessen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass andere 

Splicing-Sites als bisher erwartet (siehe LESCH 2005) bei Manduca sexta Annexin IX genutzt 

werden. 
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